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il* Tit.e- VEGETABLE GntI SEQUENCES A ND THE USE THEREOF TO OBTAIN PLANTS WITH A REDUCED OR LACK OF 
(54> TU ^ nSc^GLUCoIaMNYLTRANSFERASE I (Grfll) ACTIVITY 

<»— ™£^ a SE$S& SSt S n dT1a d cS^ 

(GnTD-AKITVITAT 

(57) Abstract 

.„ki> r»fi wmiences esoeciallv vegetable nucleic acid sequences coding the enzyme 
The invention relates to ^^^J^^^Sba^^^ GntI antisense and sense constructs, and the 
N-acetylglucosaminyltransferase I (GnTI), ^ "2^1* and to the use of sequence information to obtain transformed 
products thereof, antibodies directed -J*™^^ 

SS^STorte Pffi2$S££& -Setel activity are highly important for the production of glycoprotems hav.ng a 

specific constitution in relation to sugar residues. 
(57) Zusammenfessung 

der Sequenzinformation zur Gewinnung von ttm ^^J^? a ^^ 1 Derartiee Pflanzen mit verminderter Oder fehlender 

von groBer Bedeutung. 
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, |Vn ,. f rr,„fe»B. I (GnTI)_^ 

^—.e. -en die, ^^^^ 

<- «-» Antikorper sowie die Verwendung der Sequenzx 

tete AntiKorp«j- transge- 

Gewinnuna von transformer^ ^^•"^^rt.r Oder fe*- 
ne „ Pfian^n, einsOiieAlioh ^cfcen «t ver^r 
le nder »-^tyl,luco.^nyltr^.»» I 

P tl an,en mi t ,er,inderter Oder en « 9 GlykoproCeinen 

^v-= ce T-Aktivitat sind zur Herstenuny 
transferase I AKtivii. 7uc kerreste von groBer 

spezifischer Konstitution beztiglich der Zuckerre 

Bedeutung . 

Stand der Technik: 

In werden Glyk oproteine i. ^^^Z^' 

kulum (»> cotransiationai «d.h. be, ^ 
dure* VerKnapfung von zu„ S =h S t ^^* b0nd ^_^ t . n in d er 
.oucno.pvropnosp.au .it — ? ^ !„, . 
w! ,=h s enden Polypeptid.ette zusa -«""•»•*"' / die an der 
X» hi *eren Or g anis B en unterUe 9 en ^ ' in den Gol B l- 

-n* der 9 e £ aiteten PoiypeP i ,»„ (R e £ . 
"sternen weiteren Tri«- und Modify ^ im ER 



Einneiten und den Besitz weiterer Zuckerreste, wie Fucose, 
Galaktose und/oder Xylose in Pflanzen bzw. 

(N -Acetylneuramin S aure, NeuNAc) in Saugern, aus (Ref. 1.2.3) • 
Tas lusL der Hodifikationen ist von Glykoprotein zu Glykopro- 
r.in Bin..ln. Polypeptidketten konnen beterogene 

Zuckerketten tragen. zude, kann das «^"^~^ t ^ 
ein besti^tes Polypeptid variieren (gewebespez.f ische Unter 
scniede,, und ,uA auch nicbt i^er bezuglicb einer -str^-ten 

*sy ™,s Stt lle gleicb sein, was als ..Mikroheterogen.tat 
bezeicLt wird (Kef. 4.5,. Die Rolle von Asparagin-stand^en 
Glykanen ist bi slang kauiti verstanden. was u.a daraus resul- 
tiert, da, diese raehrere Funktionen erfuilen "»»«> <*ef. 6). 
/edoch ist anzunetaen, da, beispielsweise der Scbutz erner Po- 
Z Pti^tt, vor proteolytiscbe* Abbau aucb du.cn Glykane «- 
Z einfacberen oligo M nnosyl-Typs gewabrleistet werden kann 

(Ref. 7) ■ 
Problemstellung: 

Oncoproteins sind for Medizin und Forscbung von grower Bedeu- 
tuL Fine Isolierung von Glykoproteinen im 

doob aufwendig und teuer. Die direkte Anwendung konvent.onell 
fsolierter Glykoproteine ist oft proble m atiscb, da emzelne Re 
dlr Glykan-Ko.ponenten bei Verabreicbung als ™ 
ungewunschte Nebenwirkungen auslosen konnen. Dabe, tragt dre 
G lykan-Ko„ponente vor alle, zu den pbysikocbe^schen Ergen 
LLften «wie Faltung, Stability und L5slichkeit, der Glyko 
r^eine bei. Des weiteren tragen isolierte 61yte prot«».. «• 
bereits ausgefuhrt, selten einheitliche Zuckerreste, was 
„Mikroheterogenitat" bezeichnet wird. 

Hefen erweisen sich zur Gewinnung von Glykoproteinen fur Medi- 
z i und Forscbung als ungeeignet, da sie nur -^sylietungen 

sogenannten „big h -«annose-TyP durcbfubren konnen^ nsek ten 
und bobere Pflanzen zeigen zwar „ko m plexe», aber vo Treren 
Me ichende Glykoprotein-odif ikationen . Aus Pflanzen 
Glykoproteine wirken deshalb in Saugern stark antigen. Tien 
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sche organisms mit Glykosylierungsdef ekten sind meist nieht 
lebensfahig, da die terminalen Glykan-Reste (beispieisweise 
m a*ranstandiger Giykoproteine, meist biologiscne ^nalfun*- 
tion besitzen und vor .11- f« die Zell-Zellerkennung wahrend 
d r Embryonalentwicklung unentbehrlicn sind. Es 
bereits saugerzellinien .it definierten Glykosylierungsdef ek- 
ten, jedoch ist deren Kultivierung arbeitsintensiv und teuer. 

I. Einzelnen wurden fur Sanger auf zellkulturebene bereits un- 
terschiadlicha Glykosylierungsmutanten beschrreben (Ref. 1.8. 
9 , 10) . Diese Mutanten sind entweder in dar Biosynthese reifer 
Oligosaccharidketten am Dolicholpyrophosphat odar i„ der Gly- 
k an-Prozessierung betroffen bzw. zeigen Abweichungen in ihran 
terminalen Zuckerresten. Einige dieser Zellinien weisen ernen 
Lditional-lethalen Phanotyp auf Oder zeigen Defekte » intra 
/eltulsren Proteintransport. D ie Eolgen diasar D efe kte ur dan 
intakten Organises sind schwer abscnatzbar. Es wurde beobach 
tat, da,, aina Veranderun, im Mustar komplexer Glykane auf Zell 
oberflachen von Saugern mit Tumor- und Xetastasenbildung ein- 
fergaht, obwohl aine funktionale Baziahung noon nicht eindeutig 
nachgawiasan wardan konnte (Ref. 9,. Glykosylierungsmutanten 
/oil in saugern daher sehr selten vor. ^a untar H»P,S 
(Hereditary Erythroblastic Multinuclearity with a Positive fte 
dlfied serum lysis test, zusammengef aAten Defekte .Ref. 10.11) 
baruhan'entwadar auf einem Defizit von Mannosidase H und/oder 
niadrigen Gahaltan des Enzyms N - A cetylglu=osaminyltransf era- 
se n (GnTII ) und wirken sich static einschrankend auf die Le- 
bensfahigkeit des mutierten Organises aus. GntI-»knock out - 
M8 use, in denen das Gan fur GnTI zerst.rt wurde -arben b 
raits ,.in ut.ro" an multiplen Entwicklungsdef ekten (mundliche 
Mitteilung, H. Schachtar, Toronto). 

rar Pflanzen waran bis vor kurzem keine vergleichbaren Mutanten 
bakannt. Dutch den Einsatz eines Antiserums, das spezifisch 
TolpleK-modifiziarte Glykankatten pflanzlichar Glykoprotame 
'arkennt und hauptsachlich gegan die hocn-antigenen 
.nupften Xylose-Reste garichtet ist (Ref. 12), konnte die An 



• • TT9-PoTDUlation der gene- 

^rin aus einer EMS-mutagenisierten F2 Popular 
melderm aus em . me hrere unabhangige 

irir -U ^-—^ 

stens «nf RUcXfcreuzungen, i-ils gero . » ^...^ 
mitt ierenden Selbstungen Uu* ««-»»»^ ^ e e trugen 
Defekts) , „urden die Z , uf einen D e- 

ha upts S =hlich GlyHane des H-i.GldOLc, ™" 

£ e*t in N - R cetylglucosa m inyltrans £ erase I <»« ^ 
(Mf . .,. Tatsacnlich fehlte den Arabidops ^ ^ 

,o * t*\ welche normalerweise die erste 
^tlvitat (Ref. 13). " 6 ^ e , erten zuckert etten Katalysiert 

Syntheseweg zu ,.ko»plex modif »i«ten daraus Bl . 

(Re f. ». »ach bisherigen Beobachtungen mutier . 
ierdings -me Beeintracntigung er lebe m6g _ 
ten P«an 2 e„. In neueren Publication werde P a 

n Hprstellung von pharmazeutiscn reie 

liche Quelle zur Hersteiiut y ^ 

k oproteinen Oder vaXzinen vorgeschlagen Re ■ 1 - ne 
uird :edo=h Ubersehen, da, aus Pflanze J fcisher 

in saugern star- M unrea)ctionen aus osen *onn ^ ^ 

el ner Production heterologer Glykoproteme in 



Wege stand. 



P£la „zen „eitgebend o h ne ^ ^^^^ 

pr oteine aus, wie die ^elderin „ Beisp 1 d « ^ 
cgJ -Mutante zeigen konnte <Re£. 13). In der 

kt etoriscne Proteine i, ER x«n»C.t £f^ ir . glB _ M . t . 

Golgi-*PParat der cal-Hutante >^ ^ ^J,, oll , 0 . 

(N -Gly*osyUerung, an da, PolypeptidrucKgrat gebu 
_yl*etten dann 3edocb auf Stof. von Man G ^ 

sC eben, da ^^—^^^^ Z p.lan- 

in nnrrh diesen BiosyntheseblocK wuu 
fe nlt (Fig. 1). " e : S Glykoproteirmod ifi k ation und insbe- 
zenspezifische „^plexe * Xylose-Resten 

sonde rs die Anneftung ™ ^ 3 ^ wirkung auf den sauger- 
verhindert, wodurch die stark antigen Arab idopsis 

n- Als krautige Pflanze besitzt Araoi 
organises entfallt. Als kraut g Herstellung von biotech- 

jedoch wenig verwertbare Biomasse. Zur Herste 



Mooisch relevanten Glycoprotein im Grotaa&stab sind diese 
nologiscb reieva Alternative waren 

cgj-Pflanzen deshalb weniger geeignet. Ms M " r Ta _ 
Kultursorten, insbesondere Solanaceen, ». ..B. K » t ^" 1 ' 
7, To^ate Oder Paprika, und des weiteren Luzerne, Raps, Ru 
bal " T ° s ! lat Mai s, Reis, und Getreide, -it fehlender Oder 

::: rt s ; e L ^ — « — - ~ *- 

"lo en Glycoprotein in - -» ■ ~ - 

fabren des „non,ology-de P endent gene silencing (Ref . 

bieten. 

„ie Fig. 3 zeigt, ist die Hcologie der ersten 

K»rtof£el (Solanum tuberosum L., 
pflanzlichen Gntl-Seguenz aus ' sequ enzen aus 

st) im vergleich *it den «"prechenden be.ann en S , 

ti eriscben Organis^en — ^ £ effiliente 
«-4i-»t auf Proteinebene, vgl. Fig. ^- 

titat aui , ovan « civkoproteinmodifikation 

Drosselung der endogenen „komplexen Glykopro 

I! manzen -ittels „antisen.e- bzw. „sense«-Suppressron Re £ . 
^ durcb die Verwendung bereits befcannter betero oger t 
Gen-sequenzen »it hoher Mabrscheinlichkeit nrcht 



den kann. 



F » r Medizin und Forschung bestent daher nach ^J>^-/ 
darf , te SlV^oteine .it ^» l ^^ 8MB 

lichen, also definierten Zuckerresten in geeigneten 
kostengunstig herstellen zu konnen. 

Wesen der Erfindung: 

^Hrte Gn 1 1- cDNA- Sequenzen 
Na chde m die An^elderin erstmals pflanzlicbe Gn 

isoiieren und .»«!««, Konnte, ist es ™^ ™^ v ^ t zu 
bi ge Pnanzen .It gedrosseiter oder ^iend « Mutan _ 
gewinnen, insbesondere herzustellen, bzw. ««»«"^ 

en durcb revers-genetisc.be *nsatze nacb Tr~.po.cn * .t 
b2u . ^.-insertion ( Re t . », au £ zuspUr< „ » ' » 
Giykoproteine mit niedrigem Antigenpotentral P 



i) Enzyme: 



Die Brfindun, »f-t all^ein verschiedene .-Acet^lu—- 

ipr 9 a i 101) aus Pflanzen, z.B. aus 
^transferase I-En^e ,EC 2^ 1.101 ^ 

Kartoffe! <Soian um tuberose L... Taba* (» 

enthalten. 

Von der Er £ indun, unfaAt sind ferner von den ^i"^' 
len der genannten Enzyme durch ^inosauresubst^ution, deie 

t ion -insertion, -modification Oder durch C- und/oder N- 

Ver la n g erun g — ™' 

L. sofern sie enzymatische ^^^^Z^- 

aufweisen. 

Un ter einer .ersieichbaren wird 

, no avtivitat verstanden, die bis zu 
sammenhang erne Aktivitat Erfi ndung 
U nter der Aktivit.t des Ausgangsenzyms liegt Von d 
sind de.entsprechend aucn abgeleitete Enzyme ode Prot 
senr geringer Oder volistandig --nde, enzy, , * « 
tat, nachweisbar mittels eines oder mehrerer 

^gegebenen Tests, u—t. Zu, Hacl^i. der ™^^ t 

dient ein Standard-Test, der mit Mikrosomen-Fraktionen 
r adioaktiv, z.B. .it UDP- t 6-HlGlcNac als Substrat <R.f. 13>. 
oler nilt-radioaktiv ( HPLC-Methode ; Ref. 20) 

fr d Pflanzliche GnTI-Aktivit.t kann subzellul^r m Golgi- 
wird. Pflanzlic w<arden(Ref 2 1) • Enzymanreicherungen 

Fraktionen nachgewiesen werden (Ref. ™ nahezu 
aus Pflanzen sind aufgrund der germgen Ausbeuten 3 



unmoglich . 



* n.nfalls alternate kann ein erf indungsgeraaAes abgeleite- 
Gegebenenfalls alternau En _ 
t „ Enzym als ein Enzym definiert werden, fur da e 
zym kodierende DNA-Sequenz ernltt.lt Oder abgeleitet 



-7 - 



kann, die nit der das Ausgangsenzyn, kodierenden DNA-Seguenz 
H d er dazu ko-nple^entaren Seguenz unter stringenten Bedxn- 
gLgen, wie sie n.chfolgend defxniert werden, bybrxdxsxert . 

Ein dergestait abgeieitetes Enzy» stent beispielsweise eine 
Is ofor„ dar, die die A^inosSuren 1* bis 446 der xn Fx,. 2- 
SE0 id NO: 1 und 2 angegebenen Aninosaureseguenz un,fa*t. Dxeser 

£ , feblt u.a. der dutch die Aninosauren iO bis 9 gebxl- 
Ze Menbrananker, so da B diese Enzy*-Isof or» m 6glic erwexse 
aufgrunddessen i» Cytosol der Pflanze lokalisiert 1st. 

A ls Beispiele for C- und/oder N-terminal veriangerte Proteine 
kennen rusionsproteine genannt werden, die neben einer „ : xn- 
dung sge*aBen A»xnosaurese q uenz ein uteres Pro 
das beispielsweise eine andersartige enzymatxsche Aktxvxtat 
aas bexspx -ufarund von Fluoreszenz 

aufweist Oder auf andere Kexse, z.E. aufgrund 

Oder Phosphoreszenz Oder aufgrund einer Reaktxvxtat rcxt spezx 
ffschen Antikarpern Oder duroh Binden an entsprechende Affinx 
tatsmatrices, leicht nachweisbar xst. 

Di e Erfindung u^faAt gleichfalls Frag^ente der genannten Enzy- 
me die ggf . keine enzynatische Aktivitat „ehr aufwexsen. Dxese 
Fr^ente zeigen in der Kegel Jedocb antigene »irkung xn exne, 
T Tilunislerten «irt und konnen folglich als Antigen zur 

Oder poiykionaier Antikorper durcb x-»- 
nisierung eines Wirtes nit diesen eingesetzt werden. 

Die Erfindung betrifft daruberhinaus auch N-Acetylglucosaninyl- 
transf rase -Enzyme insbesondere aus anderen Varietaten und 

f alzenarten, die zugangiicb sind aufgrund der Hybridxsxerung 
ihrer Gene Oder eines Oder mehrerer Abschnitte xhrer Gene 
-"it einer Oder nehreren der nachfoigend eri.uterten erfxn- 
dungsgemalien DNA-Seguenzen und/oder DNA-Fragmente und/oder 

lit geeigneten erf indungsge m «en Hybridisierungssonden. dxe 

ausgehend von den i» Seguenzprotokoli angegebenen Anxno- 

saureseguenzen unter BerUcksichtigung der Degeneratxon des ge 

netischen Codes hergestellt werden konnen. 



Von der Erfindung umfaflt sind ferner nach den vorstehend erlau- 
terten MaAgaben von diesen N-Acetylglucosaminyltransf erase I- 
Enzymen abgeleitete Enzyme Oder Proteine, einschliefllich Fusi- 
onsproteinen von diesen, sowie Fragmente aller dieser Enzyme 
oder Proteine. 

ii) Antikorper 

Bin weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Verwendung der 
vorstehend genannten Aminosauresequenzen bzw. von antigen wirk- 
samen Fragmenten davon zur Erzeugung von monoklonalen oder po- 
lyklonalen AntikSrpern oder -seren durch Immunisierung von *ir- 
ten mit diesen Aminosauresequenzen bzw. Fragmenten sowie Anti- 
korper bzw. -seren an sich, die die vorstehend erlauterten En- 
zyme und/oder Antigene spezifisch erkennen und binden. Die all- 
gemeine Vorgehensweise und die entsprechenden Techniken zur Er- 
zeugung polyklonaler und monoklonaler Antikorper sind dem Fach- 
mann gleichfalls wohlbekannt. 



lum tu- 



Beispielhaft wurde rekombinantes GnTI-Protein aus Solam 
terosum mit 10 N-terminalen Histidin-Resten („His-tag") durch 
Verwendung eines Fragments der in Fig. 2 und SEQ ID NO: 1 dar- 
gestellten Gntl-cDNA (Nukleotide 275 bis 1395) in E. coll 
uberexprimiert und nach Af f initatsreinigung uber eine Metall- 
Chelat-Matrix als Antigen zur Erzeugung von polyklonalen Anti- 
seren in Kaninchen eingesetzt (vgl. Beispiele 5 und 6). 

Eine Anwendungsmoglichkeit der erf indungsgemalien Antikorper be- 
steht fur das „Screenen« von Pflanzen auf das Vorhandensein von 
N-Acetylglucosaminyltransferase I . 

Eine Bindung des er f indungsgemaJJen Antikorpers an pflanzli- 
che(s) Protein (e) zeigt das Vorliegen eines mit diesem Anti- 
korper nachweisbaren N-Acetylglucosaminyltransf erase I-Enzyms 
an in einem spateren Schritt kann dieser Antikorper daruber- 
hinaus, in der Kegel dann kovalent an einen Trager gebunden, 



gegebenenf alls auch zur Anreicherung oder Reinigung des Enzyms 
mittels Saulenchromatographie eingesetzt werden. 



Ein negatives Bindungsergebnis mit dem erf indungsgemafien Anti- 
korper, d.h. fehlende Bindung an die pflanzlichen Proteine, 
lSfit wiederum auf ein fehlendes (oder durch Mutation stark ver- 
andertes) N-Acetylglucosaminyltransf erase I-Enzym und damit auf 
fehlende oder stark verminderte N-Acetylglucosaminyltrans- 
ferase I-Aktivitat in einer untersuchten Pflanze schlieften. 

Techniken zum Ausfuhren der vorstehend angesprochenen „Scree- 
ning^-Tests oder zur Enzymanreicherung bzw. -reinigung unter 
Einsatz von Antikorpersaulen oder anderen Af f initatsmatrices 
(vgl. Beispiele 5 und 6) sind dem Fachmann wohlbekannt. 

iii) DNA-Sequenzen 

Die Erfindung umfafit ferner DNA-Sequenzen, die die erfindungs- 
gemaflen Aminosauresequenzen, einschlieJilich davon gemaB den 
vorstehenden Mafigaben abgeleitete Aminosauresequenzen kodieren. 
Insbesondere betrifft die Erfindung das den in den Figuren 2 
und 3B und im Sequenzprotokoll aufgefuhrten Aminosauresequenzen 
jeweils zugrundeliegende Gen, und ganz besonders die in Fig. 2 
und im Sequenzprotokoll aufgefuhrten cDNA-Sequenzen, sowie von 
diesen Genen und DNA-Sequenzen abgeleitete DNA-Sequenzen. 

Unter abgeleiteten DNA-Sequenzen werden Sequenzen verstanden, 
die durch Substitution, Deletion und/oder Insertion von einzel- 
nen oder mehreren und/oder kleineren Gruppen von Nukleotiden 
der vorstehend angegebenen Sequenzen und/oder durch Verkurzung 
oder Verlangerung am 5'- und/oder 3'-Ende erhalten werden. Die 
Modif izierungen innerhalb der DNA-Sequenz konnen zu abgeleite- 
ten DNA-Sequenzen fuhren, die identische Aminosauresequenzen 
verglichen mit der von der Ausgangs-DNA-Sequenz kodierten Ami- 
nosauresequenz kodieren, oder aber auch zu solchen, bei denen 
einzelne oder einige wenige Aminosauren gegenuber der Aminosau- 
resequenz, die die Ausgangs-DNA-Sequenz kodiert, verandert, 
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d.h. substituiert, deletiert und/oder insertiert sind, oder 
auch solchen, die - ggf. zusatzlich - C- und/oder N-terminal 
verkurzt und/oder verlangert sind. 

Die Erfindung erstreckt sich gleichfalls auf die zu den erfin- 
dungsgemaiien Genen und DNA-Sequenzen komplementaren Sequenzen 
sowie auf deren RNA-Transkriptionsprodukte . 

Von der Erfindung umfaBt sind insbesondere samtliche, nach den 
vorstehend angegebenen Maflgaben abgeleiteten Sequenzen, die un- 
ter stringenten Bedingungen mit den oben erlauterten Ausgangs- 
sequenzen oder den dazu komplementaren Sequenzen oder Teilen 
davon hybridisieren, wie auch DNA-Sequenzen, die derartige Se- 
quenzen umfassen. 

Als Hybridisierung unter stringenten Bedingungen im Sinne der 
Erfindung wird eine Hybridisierung bei Vorgehensweise gemafi ei- 
nem oder mehreren der nachstehend angegebenen Verfahren ver- 
standen. Hybridisieren: Bis zu 20 Std. in PEG-Puffer nach 
Church und Gilbert (0,25 M Na 2 HP0 4 , 1 mM EDTA, 1% (w/v) BSA, 7% 
(w/v) SDS, pH 7,5 mit Phosphorsaure ; Ref. 22) bei 42°C oder in 
Standard-Hybridisierungspuf f ern mit Formamid bei 42 °C oder ohne 
Formamid bei 68°C (Ref. 23). Waschen: 3-mal 30 min bei 65°C in 
3-fach SSC-Puffer (Ref. 23), 0,1% SDS. 

Im Rahmen der vorliegenden Anmeldung ist der Begriff hybridi- 
sierung" stets als Hybridisierung unter stringenten Bedingun- 
gen, wie vorstehend angegeben, zu verstehen, auch wenn dies im 
Einzelfall nicht explizit angegeben ist. 

Daruberhinaus erstreckt sich die Erfindung auch auf Fragmente 
der vorstehend erlauterten DNA-Sequenzen, einschlieftlich der 
nach den vorstehenden Maftgaben abgeleiteten DNA-Sequenzen, auf 
von derartigen Fragmenten durch Nukleinsauresubstitution, -in- 
sertion und/oder -deletion abgeleitete Fragmente sowie auf die 
entsprechenden Fragmente mit dazu komplementaren Sequenzen. 
Derartige Fragmente sind u.a. als Sequenzierungs- oder PCR- 
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Primer, „Screening"-Sonden und/oder fur Verwendungen, wie sie 
nachfolgend erlautert werden, geeignet. Fttr eine Verwendung als 
^Screening"- oder Hybridisierungssonde werden die erf indungsge- 
maJben DNA-Fragmente haufig radioaktiv markiert eingesetzt. 
Fragmente mit Sequenzen, die von den vorstehend definierten 
Ausgangssequenzen durch Substitution, Deletion und/oder Inser- 
tion von einem oder mehreren Nukleotiden abgeleitet sind, bzw. 
die dazu komplementaren Sequenzen sind in dem Umfange von der 
Erfindung umfafit, als sie unter den vorstehend angegebenen 
stringenten Bedingungen mit den Ausgangssequenzen bzw. den dazu 
komplementaren Sequenzen hybridisieren . 

Erf indungsgemafte DNA-Fragmente konnen beispielsweise auf der 
Grundlage der im Sequenzprotokoll und in Figur 2 angegebenen 
DNA-Sequenzen ausgehend von pflanzlicher DNA mittels Restrikti- 
onsendonukleasen unter Nutzung geeigneter Restriktionsschnitt- 
stellen oder durch Einsatz von PCR mittels geeignet syntheti- 
sierter Primer erhalten oder alternativ auch chemisch synthe- 
tisiert werden. Derartige Techniken sind dem Fachmann wohlbe- 
kannt . 

Die Erfindung betrifft dariiberhinaus auch jegliche DNA-Sequen- 
zen, die ein Gen darstellen oder Teil eines Gens sind, das 
das Enzym N-Acetylglucosaminyltransf erase I kodiert, und die m 
ihrer Gesamtheit oder in einem Teilabschnitt 

mit einer der erf indungsgemaJien DNA-Sequenzen und/oder 

mit einem oder mehreren der er f indungsgemaften DNA-Fragmente 

und/oder 

mit einer DNA-Sequenz, die von den im Sequenzprotokoll an- 
gegebenen Aminosauresequenzen unter Berucksichtigung der 
Degeneration des genetischen Codes abgeleitet worden ist, 
unter stringenten Bedingungen hybridisieren. 

Als DNA-Fragmente werden hierzu Hybridisierungs- oder 
„Screening"-Sonden eingesetzt, die ublicherweise mindestens 15 
Nukleotide, typischerweise zwischen 15 und 30 Nukleotide, gege- 
benenfalls aber auch wesentlich mehr, umfassen. Es konnen dafur 
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beispielsweise die in Beispiel 1 eingesetzten Primer Verwendung 
finden. Alternativ konnen DNA-Sequenzen geeigneter Lange, abge- 
leitet von den im Sequenzprotokoll angegebenen DNA-Sequenzen, 
eingesetzt werden. Als dritte Moglichkeit konnen geeignete er- 
f indungsgemafie Hybridisierungssonden ausgehend von den im Se- 
quenzprotokoll angegebenen Aminosauresequenzen unter Beruck- 
sichtigung der Degeneration des genetischen Codes entwickelt 
werden . 

In diesem Sinne sind Gegenstand der Erfindung auch N-Acetyl- 
glucosaminyltransferase I kodierende Gene, die insbesondere aus 
anderen Varietaten oder Pf lanzenarten aufgrund ihrer Hybridi- 
sierung mit den vorstehend angegebenen Hybridisierungssonden 
aufgefunden werden konnen, sowie cJ.ayon gemaft den vorstehend er- 
lauterten MaBgaben abgeleitete DNA-Sequenzen, DNA- Fragment e und 
-Konstrukte . 

Die Isolierung des jeweiligen Gens und die Sequenzierung des- 
selben nach der Auffindung mittels der erf indungsgemaften Hybri- 
disierungssonden liegen im Bereich der Fahigkeiten eines Fach- 
manns auf diesem Gebiet und sind exemplarisch in den Beispielen 
fur N-Acetylglucosaminyltransferase I aus Solanum tuberosum und 
die entsprechenden Enzyme aus Nicotiana tabacum und Arabidopsis 
thaliana erlautert. 

Gegenstand der Erfindung sind schliefilich auch „antisense"- 
Sequenzen bezuglich jeglichen vorstehend erlauterten DNA- 
Sequenzen. 

iv) Konstrukte 

Von der Erfindung werden auch Konstrukte umfaBt, die ggf. neben 
zusatzlichen 5'- und/oder 3' -Sequenzen, z.B. Linkern und/oder 
regulatorischen DNA-Sequenzen, oder andersartigen Modifika- 
tionen die erf indungsgemaBen DNA-Sequenzen, einschlieftlich der 
wie vorstehend ausgeflihrt abgeleiteten DNA-Sequenzen, umfassen. 
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Ein Beispiel hierfur sind Hybridisierungs- oder „Screening w - 
Sonden, die zusatzlich zu einer erf indungsgemaften DNA-Sequenz 
noch ein in diesem Fall meist nichtradioaktives Nachweismittel 
fiir die Detektion von Hybridisierungsprodukten umfassen, z.B. 
f luoreszierende oder phosphoreszierende Molekiile, Biotin, Bio- 
tinderivate, Digoxigenin und Digoxigeninderivate . Es kommen in 
diesem Zusammenhang jedoch auch radioaktive oder nichtradioak- 
tive Nachweismittel, die z.B. durch Endmarkierung an die erfin- 
dungsgemafle DNA-Sequenz angeheftet werden konnen, in Betracht. 

Gegenstand der Erfindung sind auch „antisense"- und „sense xx - 
Konstrukte bezuglich der erf indungsgemalien DNA-Sequenzen und 
-Fragmente, namlich bezliglich 

der im Sequenzprotokoll angegebenen DNA-Sequenzen und der 

zugrundeliegenden Gene, 

der davon nach den vorstehenden Mafigaben abgeleiteten DNA- 
Sequenzen, 

eines oder mehrerer Abschnitte dieser DNA-Sequenzen, 
DNA-Sequenzen insbesondere aus anderen Varietaten oder 
Pf lanzenarten, die ein Gen darstellen oder Teil eines Gens 
sind, welches das Enzym N-Acetylglucosaminyltransf erase I 
kodiert, und die 

— m it einer der vorstehend genannten DNA-Sequenzen 
und/oder 

— mit einem oder mehreren der vorstehend genannten DNA- 
Fragmente und/oder 

— mit einer DNA-Sequenz, die von den im Sequenzprotokoll 
angegebenen Aminosauresequenzen unter Berucksichtigung 
der Degeneration des genetischen Codes abgeleitet wor- 
den ist, 

unter stringenten Bedingungen hybridisieren . 

Des weiteren erstreckt sich die Erfindung auch auf jegliche 
DNA-Obertragungsysteme, wie Vektoren, Plasmide, Viren- und Pha 
gengenome oder Cosmide, die die er f indungsgemafien DNA- 
Sequenzen, z.B. das GntJ-Gen, erf indungsgemafte cDNA und DNA- 
Abschnitte, wie sie im Sequenzprotokoll angegeben sind, Frag- 



mente davon, insbesondere „antisense XN - oder „sense"-Konstrukte 
und/oder davon nach den vorstehenden Maflgaben abgeleitete DNA- 
Sequenzeri/ enthalten . 

Diverse Techniken zur Gewinnung oder Synthese er f indungsgemaiier 
DNA, DNA-Fragmente, Konstrukte und Obertragungssysteme, z.B. 
ausgehend von pflanzlicher DNA durch Restriktion mittels Re- 
striktionsendonukleasen, PCR-Amplif izierung unter Einsatz ge- 
eigneter Primer, ggf. gefolgt von Klonierung und zusatzlicher 
chemischer oder enzymatischer Modif izierung, sind dem Fachmann 
wohlbekannt . 

Eine Anwendungsmoglichkeit von erf indungsgemaften DNA-Hybridi- 
sierungssonden liegt im Nachweis von N-Acetylglucosaminyltrans- 
f erase I-Genen in anderen Pflanzen als jenen, aus denen die im 
Sequenzprotokoll angegebenen DNA-Sequenzen erhalten wurden, 
oder im Nachweis von moglichen (weiteren) Isoformen des 
N-Acetylglucosaminyltransf erase I-Gens in den Ausgangspf lanzen 
Solanum tuberosum, Nicotiana tabacum und Arabidopsis thaliana. 

Kann fur das Hybridisierungsexperiment auf eine genomische Bank 
oder cDNA-Bank einer Pflanze zuruckgegrif f en werden, liefert 
ein positives Hybridisierungsergebnis bei einem derartigen 
^Screening" oder Durchmustern der jeweiligen Bank den Hinweis 
auf einen Klon oder einige wenige Klone, die die gesuchte Se- 
quenz, das N-Acetylglucosaminyl transferase I-Gen, vollstandig 
oder teilweise in Verbindung mit nur einer begrenzten Menge 
weiterer DNA aus dem Genom der Zielpflanze enthalten, was die 
Klonierung und Sequenzierung des Zielgens entsprechend erleich- 
tert. Alternativ kann ausgehend von pflanzlicher DNA und geeig- 
neten Konstrukten, sogenannten PCR-Primern, auch eine PCR- 
Amplif ikation des Gens oder von Teilen desselben vorgenommen 
werden, urn Klonierung und Sequenzierung zu vereinf achen . 

Ein Einsatz er f indungsgemafter Sequenzierungsprimer , die ausge- 
hend von geeigneten Abschnitten der er f indungsgemaften Sequenzen 
synthetisiert werden, ermoglicht z.B. eine genomische Sequen- 
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zierung ausgehend von der vollstandigen, durch Restriktions- 
endonukleasen geschnittenen genomischen DNA einer Zielpflanze 
mittels der Church-Gilbert-Technik wie auch z.B. eine Sequen- 
zierung auf cDNA-Ebene nach RT-PCR-Amplif ikation der Gesamt-RNA 
der Zielpflanze (vgl. Bsp. 1). 

Eine alternative Anwendungsmoglichkeit von erf indungsgemaflen 
DNA-Hybridisierungssonden, die von den im Sequenzprotokoll an- 
gegebenen DNA-Sequenzen abgeleitet sind, besteht in der erfin- 
dungsgemafien Verwendung derselben zum Nachweis von Pflanzen mit 
verminderter oder fehlender N-Acetylglucosaminyltransf erase I- 
Aktivitat. Das Hybridisierungsexperiment dient zur Detektion 
des Gens der N-Acetylglucosaminyltransf erase I {GntI) und er- 
laubt z.B. aufgrund eines negativen Hybridisierungsergebnisses 
unter stringenten Bedingungen den Ruckschluft auf ein Fehlen des 
GntJ-Gens und damit fehlende N-Acetylglucosaminyltransf erase I- 
Aktivitat in einer untersuchten Pflanze. 

Derartige Hybridisierungstechniken zum Nachweis von Proteinen 
oder Genen insbesondere in Pf lanzenmaterial mittels DNA-Sonden 
sind dem Fachmann ebenfalls gelaufig. Es wird in diesem Zusam- 
menhang auf die vorstehenden Ausfuhrungen zu moglichen Hybridi- 
sierungsbedingungen unter Punkt iii) verwiesen. Geeignete DNA- 
Hybridisierungssonden umfassen in der Regel mindestens 15 Nu- 
kleotide mit einer Sequenz, die z.B. von den in Fig. 2 und im 
Sequenzprotokoll angegebenen cDNA-Sequenzen oder den entspre- 
chenden GntJ-Genen abgeleitet ist. 

v) Transf ormierte Mikroorganismen 

Die Erfindung erstreckt sich des weiteren auf Mikroorganismen, 
wie z.B. Bakterien, Bakteriophagen, Viren, einzellige eukaryo- 
tische Organismen, wie Pilze, Hefen, Protozoen, Algen und huma- 
ne, tierische und pflanzliche Zellen, die durch eine oder meh- 
rere der erf indungsgemaften DNA-Sequenzen oder eines oder mehre- 
re der erf indungsgemafien Konstrukte, wie vorstehend erlautert, 
transf ormiert wurden . 



Verwendung finden erf indungsgemafie transf ormierte Mikroorganis- 
men beispielsweise als Expressionssysteme fur die transf ormie- 
rende Fremd-DNA zur Gewinnung der entsprechenden Expressions- 
produkte. Typische Mikroorganismen ftir diese Zwecke sind Bakte- 
rien, wie beispielsweise E. coli. Des weiteren konnen erfin- 
dungsgemafte transf ormierte Mikroorganismen, insbesondere Agro- 
bakterien, z.B. zur Transformation von Pflanzen unter Weiterga- 
be der transf ormierenden Fremd-DNA eingesetzt werden. 

Verfahren zur Transformation von Mikroorganismenzellen durch 
(Fremd-)DNA sind dem Fachmann wohlbekannt. 

Hierfur werden z.B. als Expressionsvektoren bezeichnete Kon- 
strukte eingesetzt, die die erf indungsgemafie DNA-Sequenz unter 
Kontrolle eines konstitutiven oder induzierbaren, ggf. zusatz- 
lich gewebespezif ischen Promotors enthalten, urn eine Expression 
der eingeschleusten DNA in der Ziel- oder Wirtszelle zu ermog- 
lichen. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist dementsprechend ein Ver- 
fahren zur Gewinnung der erf indungsgemafien Enzyme und Proteine 
unter Einsatz eines oder mehrerer der erf indungsgemafien trans- 
formierten Mikroorganismen. Das Verfahren umfafit, mindestens 
einen durch erf indungsgemafie DNA, insbesondere eine der im Se- 
quenzprotokoll angegebenen cDNAs , unter Kontrolle eines aktiven 
Promotors transf ormierten Mikroorganismus, wie vorstehend defi- 
niert, zu zuchten und das erf indungsgemafie Enzym aus den Mikro- 
organismen und gegebenenf alls auch dem Kulturmedium zu isolie- 
ren. Das Verfahren erstreckt sich selbstverstandlich auch auf 
die Gewinnung von den erf indungsgemaBen Enzymen aus Solanum tu- 
berosum, Nicotiana tabacum und Arabidopsis thaliana abgeleite- 
ten Enzymen bzw. Proteinen, wie sie vorstehend unter i) defi- 
niert sind. 

Verfahren zur Zuchtung transf ormierter Mikroorganismen sind dem 
Fachmann wohlbekannt. Die Isolierung des exprimierten Enzyms 
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kann beispielsweise gemafl dem in Beispiel 5 beschriebenen Ver- 
fahren mittels Metall-Chelat-Chromatographie oder alternativ 
durch Chromatographie an Saulen, die gegen das Enzym gerichtete 
Antikorper an das Packungsmaterial gebunden enthalten, erfol- 
gen. 

vi ) Trans gene Pf lanzen 

Die Erfindung umfaBt gleichfalls transgene Pflanzen, die mit- 
tels einer erf indungsgemafcen DNA-Sequenz bzw. eines entspre- 
chenden Konstrukts transf ormiert worden sind. Es konnen so z.B. 
transgene Pflanzen erhalten werden, bei denen eine GnTI- 
Defizienz, z.B. aufgrund eines fehlenden oder schadhaften Gntl- 
Gens oder aufgrund von Def ekten in den regulatorischen Berei- 
chen dieses Gens, durch Komplementierung durch ein von den im 
Sequenzprotokoll angegebenen cDNA-Sequenzen abgeleitetes Kon- 
strukt, dessen Expression unter Kontrolle eines aktiven konsti- 
tutiven oder induzierbaren, ggf. zusatzlich gewebespezif ischen 
Promotors steht, beseitigt worden ist. Das aufgrund der in dem 
Konstrukt enthaltenen er f indungsgemaften DNA exprimierte GnTI- 
Enzym oder Protein mit GnTI-Aktivitat komplementiert in diesem 
Falle die in der Ausgangspf lanze fehlende GnTI-Aktivitat. 

Gleichfalls in Betracht gezogen werden transgene Pflanzen, in 
denen die in der Ausgangspf lanze bereits vorhandene GnTI- 
Aktivitat durch zusatzliche Expression des durch ein erfin- 
dungsgemafles Konstrukt eingeschleusten Grit J-Transgens erhoht 
ist. Ein bei der Untersuchung des Enzyms N-Acetylglucosaminyl- 
transferase I in Pflanzen bestehendes Hauptproblem war bislang 
die uberaus geringe Expression des GntJ-Gens in vivo, verbunden 
mit einer uberaus geringen Enzymaktivitat , die entsprechend 
schwer nachzuweisen war. Durch Coexpression einer erf indungsge- 
mafien DNA kann das Problem zu geringer GnTI-Enzymaktivi tat bei 
Pflanzen behoben werden. 



In diesem Falle kann es bevorzugt 
von Pflanzen er f indungsgemafte DNA 



sein, fur die Transformation 
einzusetzen, die zusatzlich 
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einen Sequenzabschnitt umfafit, der nach Expression eine verein- 
fachte Detektierung und/oder Anreicherung bzw. Reinigung des 
Proteinproduktes mit GnTI-Aktivitat ermoglicht. Beispielsweise 
gelingt dies durch Eihsatz einer speziellen DNA-Sequenz fur die 
Expression eines rekombfnanten GnTI-Enzyms, die eine N- oder C- 
terminale Sequenzverlangerung tragt, die einen Aff initatsmarker 
kodiert. 1st zusatzlich ein Aminosauresequenzabschnitt zwischen 
GnTI-Enzym und Aff initatsmarker vorgesehen, der eine Erken- 
nungsstelle fur eine spezifische Protease darstellt, kann durch 
nachtraglichen Einsatz dieser spezifischen Protease die N- oder 
C-terminale Sequenzverlangerung von dem GnTI-Enzym abgespalten 
und das GnTI-Enzym dadurch isoliert erhalten werden. 

Ein Beispiel hierfur ist der Einsatz einer erf indungsgemafien 
DNA-Sequenz, die das rekombinante GnTI-Enzym mit einer C-ter- 
minalen Sequenzverlangerung, die den Aff initatsmarker AWRHPQFGG 
(„Stre P -tag"; Ref. 39) kodiert, und einer dazwischenliegenden 
Protease-Erkennungsstelle, IEGR, kodiert. Die Expression der 
erfindungsgemaBen DNA liefert GnTI-Enzyme mit der angegebenen 
C-terminalen Sequenzverlangerung, uber welche die exprimierten 
Proteinmolekule spezifisch an eine streptavidin-derivatisierte 
Matrix binden und so isoliert werden konnen. Mittels der die 
Aminosauresequenz IEGR spezifisch erkennenden Protease Faktor 
Xa kann der GnTI-Anteil der Proteinmolekule dann freigesetzt 
werden. Alternativ kann das vollstandige Protein von der Strep- 
tavidin-derivatisierten Matrix mittels Biotin oder Biotinderi- 
vaten abgelost werden. 

Ein weiteres Beispiel stellen erf indungsgemafie DNA-Sequenzen 
dar, die ein Protein kodieren, das zusatzlich zu einem GnTI- 
Enzym eine Mehrzahl, z.B. 10, N-terminal angefugte Histidin- 
Reste („His-tag w ) umfafit. Eine Isolierung bzw. Reinigung der 
exprimierten Proteine kann aufgrund der N-terminalen Histidin- 
Reste leicht durch Metall-Chelat-Af f initatschromatographie 
(z.B. Ni-Sepharose) erfolgen (vgl. auch Beispiel 5). 
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Die Erfindung umfaJJt gleichfalls Teile derartiger transgener 
Pflanzeti, entsprechend transf ormierte Pf lanzenzellen, transgene 
Samen und transgenes Vermehrungsmaterial . 

Ein weiterer zentraler Aspekt der Erfindung ist die Verwendung 
der vorstehend erlauterten Sequenzinf ormation zur Gewinnung von 
Pflanzen mit verminderter oder fehlender N-Acetylglucosaminyl- 
transf erase I-Aktivitat. 

Die Moglichkeiten zum Auffinden von Pflanzen mit verminderter 
Oder fehlender N-Acetylglucosaminyltransf erase I-Aktivitat auf- 
grund eines Gendefektes oder fehlenden Gens durch Einsatz er- 
findungsgemalier Antikorper oder erf indungsgemaiJer „Screening"- 
oder Hybridisierungssonden wurden vorstehend bereits beschrie- 
ben . 

Zwei weitere Moglichkeiten bestehen in der erf indungsgemafien 
Verwendung von „antisense«- bzw. „sense«-DNA-Konstrukten, die 
von der DNA-Sequenz eines Gntl-Gens einer Pflanze abgeleitet 
sind, zur Erzeugung transgener Pflanzen mit verminderter oder 
fehlender N-Acetylglucosaminyltransf erase I-Aktivitat mittels 
„homology-dependent gene silencing" (vgl . Ref. 16,17). Die DNA- 
Sequenz, auf die zur Erzeugung der Konstrukte als Ausgangsse- 
quenz zurtickgegrif f en wird, kann dabei von der zu transformie- 
renden Ausgangspf lanze selbst oder aber auch von einer anderen 
Pflanzenvarietat oder -art stamen. Insbesondere finden 
„antisense«- oder „sense"-Konstrukte, wie sie vorstehend unter 
den Punkten iii) und iv) erlautert wurden, Verwendung. Die ein- 
gesetzten Konstrukte umfassen ublicherweise mindestens 50 bis 
200 und mehr Basenpaare. 

Insbesondere umfassen die hierfur eingesetzten Konstrukte min- 
destens 50 bis 200 und mehr Basenpaare mit einer Sequenz, die 
ausgehend 

von den im Sequenzprotokoll angegebenen cDNA-Sequenzen 
und/oder den entsprechenden Gntl-Genen und/oder 
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von den vorstehend erlauterten erf indungsgemafien abgeleite- 
ten DNA-Sequenzen und/oder DNA- Fragment en und/oder 
von DNA-Sequenzen insbesondere aus anderen Varietaten und 
Pflanzenarten, die N-Acetylglucosaminyltransf erase I kodie- 
ren und aufgrund einer Hybridisierung mit Hybridisierungs- 
oder „Screening"-Sonden, wie sie vorstehend unter Punkt 
iii) und iv) definiert wurden, unter stringenten Bedingun- 
gen aufgefunden werden konnen, 
abgeleitet wird. 

Die Konstrukte enthalten in der Regel einen starken konstituti- 
ven oder induzierbaren, ggf. zusatzlich gewebespezif ischen Pro- 
motor, unter dessen Kontrolle die „antisense"- oder „sense w - 
DNA-Sequenzabschnitte stehen. 

Bei der Erzeugung transgener Pflanzen durch Integration von 
„antisense"-Konstrukt (en) in das Pf lanzengenom oder durch vira- 
le Infektion von Ausgangspf lanzen oder -pf lanzenzellen durch 
„antisense"-Konstrukt (e) enthaltendes Virus fur eine extrachro- 
mosomale Propagation und Transkription des „antisense"-Kon- 
strukts oder der „antisense"-Konstrukte in infiziertem Pflan- 
zengewebe ist beabsichtigt , auf RNA-Ebene eine Hybridisierung 
von Transkripten des Gntl-Gens mit Transkripten des „antisen- 
se"-DNA-Abschnitts zu erzielen, die die Translation der GntJ- 
mRNA verhindert. Die Folge ist eine transgene Pflanze mit stark 
verringerten Gehalten an N-Acetylglucosaminyltrans-f erase I und 
damit einer stark verringerten entsprechenden Enzymaktivitat . 

Fur die erf indungsgemalie Transformation von Pflanzen mit 
„antisense"-Konstrukten konnen beispielsweise Konstrukte emge- 
setzt werden, die mit einer der kompletten, in Fig. 2 und im 
Sequenzprotokoll aufgefilhrten cDNAs oder entsprechenden, in der 
Regel mindestens 50 bis iiber 200 Basenpaare umfassenden Ab- 
schnitten derselben hybridisieren . Insbesondere bevorzugt ist 
dariiberhinaus die Verwendung von Fragmenten, deren Transkripte 
zusatzlich zu einer Hybridisierung mit einem Teil des 5' - 
untranslatierten Bereiches der Gn t J-mRNA fuhren, an dem oder in 
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dessen Nahe sich normalerweise die Anheftung der Ribosomen 
vollziehen wurde . Beispiele filr derartige Konstrukte sind in 
Fig. 4 gezeigt. 

Angesichts des Vorkommens einer Isoform in Solanum tuberosum 
mit wahrscheinlich cytoplasmatischer Lokalisierung aufgrund des 
fehlenden Membranankers (As 10 bis 29) mit noch unbekannter 
Funktion kann es wunschenswert sein, lediglich das N-Acetyl- 
glucosaminyltransferase I-Enzym zu erfassen, das in den Golgi- 
Zisternen lokalisiert ist, d.h. nur jenes Enzym, das den Mem- 
brananker umfafit. Ein Grund fur diesen Wunsch kann das Bestre- 
ben Oder im Einzelfalle auch die Notwendigkeit sein, den cyto- 
plasmatischen Metabolismus der Pf lanzenzelle, fur den die cyto- 
plasmatische N -Acetylglucosaminyltransf erase I womoglich von 
Bedeutung ist, so wenig als moglich zu beeintrachtigen. Zu die- 
sem Zweck konnen erf indungsgemafi „antisense"-Konstrukte einge- 
setzt werden, die bzw. deren Transkripte mit einem DNA- oder 
RNA-Abschnitt des GntJ-Gens oder der Gntl-mRNA hybridisieren, 
der einen Teil des 5' -untranslatierten Bereichs und den kodie- 
renden Bereich - einschliefilich des Membranankers - umfafit. Ei- 
ne Erstreckung des Hybridisierungsbereiches bis Position 266 
der cDNA in Fig. 2 und SEQ ID NO: 1 wird in der Regel fur den 
genannten Zweck als unschadlich erachtet. 

Bei der Erzeugung transgener Pflanzen durch Integration von 
„sense"-Konstrukten in das Pf lanzengenom oder durch virale In- 
fektion von Ausgangspf lanzen oder -pf lanzenzellen durch 
„sense"-Konstrukt(e) enthaltendes Virus fur eine extrachromoso- 
male Propagation und Expression des oder der Konstrukte in in- 
fiziertem Pf lanzengewebe wird in Anlehnung an die Arbeiten von 
Faske et al . (Ref. 17) in Tabak von Hybridisierungsphanomenen 
dieser Konstrukte mit dem endogenen Gntl-Gen auf posttranskrip- 
tionaler bzw. auf DNA-Ebene ausgegangen, die letzlich die 
Translation des GntJ-Gens beeintrachtigen oder verhindern. Das 
Resultat sind auch in diesem Falle transgene Pflanzen mit ver- 
minderter oder sogar fehlender N-Acetylglucosaminyltransf erase 

I-Aktivitat . 



Verfahren zur stabilen Integration derartiger „antisense«- und 

sense-Konstrukte in das Genom von Pflanzen bzw. zur viralen 
Infektion von Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen fur eine extrachro- 
m osomale Propagation und Transkription/Expression derartiger 
Konstrukte in infiziertem Pf lanzengewebe sind de* Fachmann be- 
kannt Dazu gehoren sowohl der direkte DNA-Transfer (z.B. m 
Pro toplasten nittels Elektroporation oder durch Zusatz eines 
noch^olekularen Osxaotikums sowie biolistische Methoden, bei de- 
nen DNA-umhullte Teilchen in Pf lanzengewebe geschossen werden) 
wie die Verwendung naturlicher Wirt/Vektor-Systeme (z.B. Agro- 
b akterien oder Pf lanzenviren) . FUr eine virale Infektion von 
Ausgangspflanzen oder -pf lanzenzellen durch entsprechende Kon- 
strukte enthaltende Viren fur eine extrachromosomale Propagati- 
on und Transkription/Expression der Konstrukte in ^tlz^rt^ 
Pflanzengewebe stenen eine Reihe spezieller Viren, w« Tabak.0- 
saikvirus (TMV) oder Kartof f elvirus X (potato virus X) , zur 
Verfugung. 

Beispielhafte Pflanzen, die ftlr eine derartige Integration in 
Fra ge kom.en, umfassen dikotyledone wie monokotyledone Kultur- 
pfl anzen, insbesondere Solanaceen wie Kartoffel, Tabak To.ate 
und Paprika. Zusatzlich w^ren Banane, Luzerne, Raps, Ruben So- 
,a Salat, Mais, Reis und Getreide geeignete Zielpflanzen fur 
d en Einsatz homologer „antisense-Konstrukte . Beispielswe.se 
erscheint die im Sequenzprotokoll angegebene Sequenz aus Araba- 
doP sis thaliana insbesondere als Ausgangssequenz fur die erfm- 
dungsgemaBe Transformation von Brassicaceen, wie z.B. Raps- 
pfl anzen, .ittels .sense- oder „antisense«-Konstrukten geeig- 
net Weitere Pflanzen von Interesse sind jegliche Pflanzen, die 
ftir Medizin und Forschung interessante Glykoproteine exprimie- 



ren. 



Allgem ein soil festgehalten werden, da, die er f indungsgemaBe 
Transformation von Pflanzen, die in dem entsprechenden Bereich 
des Gntl-Gens eine Homologie von *70% auf Nukleotidebene zu den 
eingesetzten er f indungsgemaften „antisense"- oder 



,sense - 
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Konstrukten aufweisen, in der Kegel zu erf indungsgemaBen trans- 
genen Pflanzen ftlhrt, die die gewUnschte Verringerung der N- 
Acetylglucosaminyltransf erase I-Aktivitat aufweisen. 

Eine weitere Moglichkeit wird ferner in einer zielgerichteten 
Zerstorung („Knock out") des N-Acetylglucosaminyltransf erase I- 
Gens durch „gene targeting" mittels homologer Rekombinatxon 
(R ef . 24) in einer Zielpflanze durch Einsatz eines geexgneten, 
von der erf indungsgemaAen cDNA-Sequenz abgeleiteten DNA- 
Fragments gesehen, ahnlich der Vorgehensweise, wie sxe bex- 
spielsweise fur Hefe-Systeme und Sauger etabliert worden xst. 

Die Erfindung umfalit ferner transgene Pflanzen, die mit den 
vorstehend angesprochenen „antisense- oder „sense"-Konstrukten 
bzw mit diese enthaltenden Viren transf ormiert worden sxnd, 
sowie Teile derartiger transgener Pflanzen, entsprechend trans- 
formierte Pf lanzenzellen, transgene Samen und transgenes Ver- 
mehrungsmaterial . 

Verfahren zur Erzeugung transgener Pflanzen, z.B. durch Agro- 
bakterien- oder Virus-vermittelten, wie auch direkten DNA- 
Transfer, sind dem Fachmann gelaufig- Hinsichtlich bexspxel- 
hafter Pflanzen fttr eine derartige Transformation gilt das vor- 

stehend ausgefuhrte. 

Die erfindungsgemaiien bzw. erf indungsgemaA gewonnenen Pflanzen 
mit verminderter oder fehlender N-Acetylglucosaminyltrans- 
ferase I-Aktivitat kdnnen erf indungsgemali zur Herstellung von 
Glykoproteinen mit minimalen und einheitlichen, also defxnxer- 
ten zuckerresten eingesetzt werden. Wie bereits erlautert, sxnd 
derartige Glykoproteine fttr Medizin und Forschung von groBer 
Bedeutung. Als preiswerte Rohstoff- und Nahrungsquelle sowxe 
durch ihre problemlose Entsorgung uber Kompostierung stellen 
Pflanzen per se ideale Bioreaktoren dar . Gema* der vorstehend 
erlauterten Erfindung konnen jetzt biotechnologisch oder phar- 
xnazeutisch relevante Glykoproteine (z.B. Therapeutika mxt nxed- 
rigem Antigenpotential far Sauger) in Kulturpf lanzen exprxmxert 
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werden, in denen GnTI-Aktivitat stark gedrosselt ist Oder voll- 
standig fehlt. 

Die Erfindung umfafit dementsprechend auch ein Verfahren zur Er- 
zeugung von Glykoproteinen mit minimalen, einheitlichen und de- 
finierten Zuckerresten, umfassend das Ziichten einer erfin- 
dungsgemaften transgenen Pflanze, von Teilen derartiger Pflanzen 
Oder von erf indungsgemaiien transf ormierten Pf lanzenzellen, die 
jeweils das gewtlnschte Glykoprotein exprimieren, und das Iso- 
lieren des gewunschten Glykoproteins aus dem gezuchteten Mate- 
rial . 

Beispielhafte Kulturpf lanzen sind in diesem Zusammenhang So- 
lanaceen, insbesonders Kartoffel, Tabak, Tomate, und Paprika. 
Des weiteren kommen Banane, Luzerne, Raps, Ruben, Soja, Salat, 
Mais, Reis und Getreide in Frage. 

Die Sequenz der enzymatisch gesteuerten, pf lanzenspezif ischen 
N-Glykan-Modifikationen, denen sekretorische Glykoproteine bei 
Passage durch den Golgi-Apparat hoherer Pflanzen unterliegen, 
ist in Fig. 1 schematisch dargestellt. Die Blockierung der Bio- 
synthese durch fehlende oder unzureichende N-Acetylglucosami- 
nyltransferase I- (GlcNac-Transf erase I)-Aktivitat in einer 
Pflanze fuhrt dazu, dali anstelle „koitiplexer" Glykane hauptsach- 
lich Glykane des Man 5 GlcNAc 2 -Typs , also Glykoproteine mit ein- 
heitlichen und wohldefinierten Zuckerresten gebildet werden, 
die fur Medizin und Forschung von iiberaus hoher Bedeutung sind. 

Hierzu konnen die Gene fur die gewiinschten Glykoproteine in ih- 
ren naturlichen Erzeugerpf lanzen exprimiert werden, die erfin- 
dungsgemali z.B. mittels „antisense"- oder „sense"-Konstrukten 
zu transgenen Pflanzen mit verminderter oder fehlender N-Ace- 
tylglucosaminyltransf erase I-Aktivitat transformiert wurden. 

Es besteht jedoch auch die Moglichkeit, er f indungsgemaJie trans- 
gene Pflanzen mit verminderter oder fehlender N-Acetylglucos- 
aminyltransferase I-Aktivitat einzusetzen, die zusatzlich mit 
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dem Gen fiir das gesuchte Glykoprotein transf ormiert worden 
sind. Hierzu konnen Konstrukte eingesetzt werden, die das Gen 
fur das gesuchte Glykoprotein unter der Kontrolle eines star- 
ken, konstitutiven oder induzierbaren, ggf. zusatzlich gewebe- 
spezifischen Promotors enthalten und die zu einer Integration 
des Gens in das Genom der Pflanze fiihren. Alternativ kann die 
Transformation auch durch virale Infektion durch ein das Gen 
fiir das gesuchte Glykoprotein enthaltendes Virus fur eine ex- 
trachromosomale Propagation und Expression des Gens erfolgen. 
Das Glykoprotein kann dann in der jeweiligen Wirtspflanze ex- 
primiert und daraus gewonnen werden. 

Es kann dabei selbstverstandlich alternativ auch so vorgegangen 
werden, daJi zunachst eine Transformation mit einem Expressions- 
konstrukt oder Virus, das die kodierende DNA des Glykoproteins 
enthalt, vorgenommen wird und erst danach eine weitere Trans- 
formation mit einem oder mehreren erf indungsgemafien „anti- 
sense"- oder „sense"-Konstrukten oder einem oder mehreren Vi- 
ren, die entsprechende DNA enthalten, erfolgt. Eine gleichzei- 
tige Transformation mit beiden Konstrukten oder mit einem Vi- 
rus, das sowohl das „antisense"- oder „sense w -Konstrukt als 
auch das das gesuchte Glykoprotein kodierende Gen enthalt, ist 
ebenfalls moglich ( „Huckepack"-Version) . 

Im Rahmen der Erfindung wird auch eine virale Uberinf ektion er- 
findungsgemafler transgener Pflanzen, bei denen bereits eine In- 
tegration des „antisense"/„sense"-Konstrukts und/oder des das 
gesuchte Glykoprotein kodierenden Gens im Genom vorliegt, durch 
Viren, die „antisense V „sense"-Konstrukt und/oder das das ge- 
suchte Glykoprotein kodierende Gen enthalten, fiir eine zusatz- 
liche extrachromosomale Propagation und Transkription bzw. Ex- 
pression dieser DNA in Betracht gezogen. Hierdurch konnen die 
Konzentrationen an „antisense"- bzw. „sense"-DNA oder expri- 
miertem Glykoprotein in den transgenen Pf lanzenzellen erhoht 
werden. 
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Fiir die erf indungsgemafie Gewinnung definiert glykosylierter 
Glykoproteine kann sich eine Verwendung gewebespezif ischer Pro- 
motoren beispielsweise in Fallen als sinnvoll erweisen, wenn 
beabsichtigt ist, die gewiinschten Glykoproteine nur aus be- 
stimmten Pf lanzenteilen, wie der Knolle oder den Wurzeln, zu 
gewinnen. Fur eine ganze Reihe von Pf lanzengeweben stehen heute 
gewebespezif ische Promotoren zur Verfugung, die eine Expression 
von Fremdgenen speziell nur in diesen Geweben bewirken. Bei- 
spielhaft kbnnen hier knollenspezif ische Promotoren, wie Pata- 
tin Klasse I- (Ref. 26) und Proteinase Inhibitor II-Promotoren 
(Ref. 27) aufgeftihrt werden. Beide Promotoren zeigen unter be- 
stimmten Bedingungen ebenfalls Expression in Blattgewebe, d.h. 
konnen durch hohe Metabolitgehalte (wie z.B. Saccharose) und im 
Fall des Proteinase Inhibitor II-Promotors auch durch mecha- 
nische Verwundung oder BesprUhen mit Abscisin- bzw. Jasmonsaure 
induziert werden. 

Eine Verwendung gewebespezif ischer Promotoren kann auch dann 
angezeigt sein, wenn sich die flir die Transformation einge- 
setzte erf indungsgemafie DNA-Sequenz bzw. deren Transkriptions- 
oder Translationsprodukte fur bestimmte Pf lanzenteile als ab- 
traglich erweisen, z.B. durch negative Einwirkung auf den Meta- 
bolismus der entsprechenden Pf lanzenzellen . 

Als beispielhaf tes Ziel-Glykoprotein kommt humane Glucocerebro- 
sidase zur Therapie der erblichen „Gaucher"-Krankheit (Ref. 25) 
in Frage. Zur Gewinnung von humaner Glucocerebrosidase (GC) mit 
einheitlichen und definierten Zuckerresten konnen beispielswei- 
se erf indungsgemafte mittels „antisense"-DNA transf ormierte 
Pflanzen mit dem Gen flir humane Glucocerebrosidase transfor- 
miert werden. Dafur wird die cDNA-Sequenz fur humane Glucocere- 
brosidase (Ref. 38) mittels PGR unter Verwendung genspezifi- 
scher Primer am 3'-Ende so modifiziert, daft das rekombinante 
Enzym eine C-terminale Sequenzverlangerung tragt, die einen Af- 
f initatsmarker (z.B. AWRHPQFGG, „Strep-tag >% ; Ref. 39) und gege- 
benenfalls auch eine Protease-Erkennungsstelle (z.B. IEGR) zwi- 
schen GnTI-Enzymabschnitt und Aff initatsmarker kodiert. Die so 
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veranderte GC-cDNA-Sequenz wird unter Verwendung eines starken 
und ggf. gewebespezif ischen Promoters (z.B. fur Kartoffel unter 
Kontrolle des knollenspezif ischen B33-Patatin-Promotors) in er- 
findungsgemaften Gntl-antisense-Pf lanzen exprimiert, so dafi das 
in diesen Pf lanzen synthetisierte Enzym ausschlielilich wohlde- 
finierte N-Glykane tragt. Der Af f initatsmarker soli die Anrei- 
cherung des rekombinanten Enzyms aus den transgenen Pflanzen 
erleichtern. In diesem Falle binden die exprimierten Proteinmo- 
lekule („GC-Strep"-Molekule) tlber die Af f initatsmarkersequenz 
an eine Streptavidin-derivatisierte Matrix und konnen von die- 
ser mittels Biotin oder Biotinderivaten abgelost werden. Die 
AblOsung von der Streptavidin-derivatisierten Matrix kann auch 
mittels katalytischer Mengen einer Protease erfolgen, die eine 
Spezifitat fur die zwischen dem GnTI-Enzymabschnitt und dem Af- 
f initatsmarker befindliche Protease-Erkennungsstelle aufweist. 
in diesem Falle wird nur der GnTI-Enzymabschnitt von der Matrix 
abgelost. Dies kann insbesondere in dem Falle von Vorteil sein, 
wenn die Aff initatsmarkersequenz eine nachteilige Wirkung auf 
die GnTI-Aktivitat ausubt. 

Die Man 5 GlcNAc 2 -Glykane der aus den erf indungsgemaiien Pflanzen 
gewonnenen Glucocerebrosidase werden aufgrund ihrer terminalen 
Mannose-Reste von Makrophagen als Auf nahmesignal erkannt und 
konnen daher direkt zur Therapie der erblichen „Gaucher-Krank- 
heit" eingesetzt werden. Eine Therapie ist derzeit nur durch 
aufwendige Isolierung und Deglykosylierung nativer Glucocere- 
brosidase moglich (Ref . 25) . 

Die Herstellung rekombinanter Glykoproteine laJJt sich dement- 
sprechend durch den Einsatz pflanzlicher Gntl-Sequenzen im Ver- 
gleich zu herkommlichen Verfahren, z.B. der technisch aufwen- 
digen chemischen Deglykosylierung gereinigter Glykoproteine 
(Ref. 25) Oder einer schwierigen und teuren Produktion in GnTI- 
defizienten tierischen Zellinien (Ref. 7,10), stark vereinfa- 
chen . 
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Erlauterung der Figuren: 

Fig. 1: Sequenz der pf lanzenspezif ischen N-Glykan-Modif ika- 

tionen, denen sekretorische Glykoproteine bei Passage 
durch den Golgi-Apparat hoherer Pflanzen unterliegen 
(Ref . 28) . Der Biosyntheseblock zu „komplex"-modif i- 
zierten Glykanen beruht auf einem Defizit an GnTI- 
Aktivitat (hervorgerufen entweder durch defektes oder 
fehlendes GnTI-Enzym oder durch effektive Drosselung 
der Gntl-Genexpression) und ist durch ein Kreuz mar- 
kiert. Bedeutung der Symbole: (F) Fucose-Reste, (X) Xy- 
lose-Reste, (•) GlcNac-Reste, (□) Mannose-Reste . 

Fig. 2: Vollstandige cDNA-Sequenz einer pf lanzlichen GnTI aus 
Kartoffel {Solanum tuberosum L.) und davon abgeleitete 
Aminosauresequenz. Exemplarisch ist die vollstandige 
cDNA der Gnt I- I so form mit Membrananker aus Kartoffel- 
blattgewebe (Al) dargestellt. Die EcoRI/Notl-Linker an 
den 5'- und 3'-Enden der cDNA sind durch Fettdruck her- 
vorgehoben, die Bindestellen der fur die RT-PCR-Sonde 
verwendeten degenerierten Oligonukleotide sind unter- 
strichen. Im Gegensatz zu bereits publizierten tieri- 
schen GnTI-Sequenzen enthalt die abgeleitete Protein- 
sequenz der Kartoffel cDNA-Klone eine potentielle 
N-Glykosylierungsstelle: Asn-X(ohne Pro) -Ser/Thr, die 
mit einem Stern markiert ist. Die Region des Membran- 
ankers ist kursiv hervorgehoben (As 10 bis 29) . Der Be- 
ginn der moglicherweise im Cytosol lokalisierten Iso- 
form (A8) ist durch einen Pfeil gekennzeichnet . 

Fig. 3: A, Identitats- bzw. Ahnlichkeitsgrad der abgeleiteten 

Aminosauresequenz einer vollstandigen Gnt J-cDNA-Sequenz 
aus Kartoffel (Al) im Vergleich mit anderen, aus Daten- 
banken ausgewahlten GnTI-Sequenzen tierischer Organis- 
men. Identische Aminosaurepositionen (in %) sind fett 
gedruckt, ahnliche Aminosaurepositionen stehen in Klam- 
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mern darunter. Bedeutung der Ktirzel: Hu, Mensch; Ra, 
Ratte; Mo, Maus; Ce, Caenorhabditis elegans (Spulwurm) ; 
St, Solarium tuberosum (Kartoffel). 

B, Vergleich der abgeleiteten Minosauresequenzen ver- 
schiedener pflanzlicher Gnt J-cDNA-Klone . A_Stb-Al, GnTI 
aus Kartof felblatt; B_Ntb-A9, GnTI aus Tabakblatt (A9) ; 
C_Atb-Full, GnTI aus Arabidopsis thaliana. Identische 
As sind schwarz, ahnliche As hellgrau markiert. 

Fig. 4: Klonierungsschema der verwendeten Gnt J-"antisense"-Kon- 
strukte. In die Sall-Schnittstelle der Polylinkerregion 
des pflanzlichen Expressionsvektors pA35 (Ref. 29) wur- 
de nach Auf fallen der Enden ein Notl-Linker eingeftthrt 
(= pA35N) und die vollstandige Al- Gnt J-cDNA liber NotI 
in pA35N inseriert. Das entsprechende „antisense"- 
Konstrukt (= pA35N-Alas) wurde uber EcoRI und Hindlll 
in den binaren Vektor pBinl9 (Ref- 30) inseriert. Des 
weiteren wurde nach PCR-Amplif ikation ein ca. 270 Bp 
umfassendes 5' -Fragment der Al - Gn t J- cDNA uber Xbal- und 
Notl-Schnittstellen in pA35N in „antisense"- 
Orientierung kloniert (= pA35N-Al-kurz) und ebenfalls 
in pBinl9 inseriert. AbkUrzungen: Zahlen in Klammern, 
Positionsangaben der Restriktionsschnittstellen in der 
Al-GntJ-cDNA (in Basenpaaren) ; pBSK, Klonierungsvektor 
(Stratagene) ; pGEM3Z, Klonierungsvektor ( Pr omega ) ; CaMV 
p35S, konstitutiver Blumenkohl-Mosaikvirus-35S-Promo- 
tor; OCSpA, Octopinsynthase-Polyadenylierungssignal ; 
pNOS, Nopalinsynthase-Promotor; NEO, Neomycinphospho- 
transferase (Selektionsmarker, vermittelt Kanamycin- 
resistenz) ; NOSpA, Nopalinsynthase-Polyadenylierungs- 
signal; LB/RB, „left/right border" der T-DNA des bina- 
ren Vektors; Pfeil, Translationsstart (ATG) ; A8, Beginn 
der potentiell cytosolisch lokalisierten GntJ-Isoform 
(7 As-Austausche im Vergleich zu Al) . 
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Fig. 5: Ausmaft der Suppression komplexer Glykoprotein-Modif ika- 
tion in transgenen Kartof f elpf lanzen, die mit dem lan- 
gen GntI-"antisense"-Konstrukt (vgl. Fig. 4) transfor- 
miert wurden. A, Coomassie-gef arbtes SDS-Gel von Blatt- 
extrakten; B, "Western-Blof'-Analyse (Ref. 13,33) von 
Parallelproben mit einem "complex-glycan"-Antiserum 
(Ref. 12,13) /'Die Spuren enthalten je 30 ]ig Gesamtpro- 
tein: cgl (Ara) , Arabidopsis cgl-Mutante (Ref. 13); 
WT(Desi), Kartof fel Wildtyp; die Nummern bezeichnen 
einzelne transgene Kartof f elpf lanzen, die Pfeile Mol- 
massenstandards von 66, 45, 36 und 29 kD. 

Fig- 6: Nachweis der Spezifitat des erzeugten GnTl-Antiserums 
nach Zellfraktionierung (Ref. 40) von Tabak-Kallusma- 
terial. Fur die "Western Blot "-Analyse (Ref. 13, 33) 
wurden pro Spur je 30 pg Protein aufgetragen. Das Anti- 
serum wurde in einer Verdlinnung von 1:1000 eingesetzt. 
Spur 1, Homogenat nach Abtrennung von ZelltrUmmern; 
Spur 2, Vesikel-Fraktion nach Saulenchromatographie; 
Spur 3, Saccharose-Gradient-Fraktion 1 (Mikrosomen) ; 
Spur 4, Saccharose-Gradient-Fraktion II (Plastiden) ; 
Spur 5, fUr die Immunisierung verwendetes Antigen 
(rekombinantes GnTI-Fusionsprotein; Pfeil, Molmasse von 
ca. 4 9 kD. 

Erlauterung der im Text verwendeten Abkurzungen: 

As, Aminosaure (n) ; Bp, Basenpaar ( e) ; EMS, Ethylmethansulf onat 
(mutagene Chemikalie) ; F2, zweite Filialgeneration; Fuc, Fuco- 
se; Glc, Glucose; GlcNac, N-Acetylglucosamin; GnTI, N-Acetyl- 
glucosaminyltransf erase I (EC 2.4.1.101); GntJ, Gen fttr GnTI 
(Kern-codiert) ; kD, Kilodalton; Man, Mannose; PCR, Polymerase- 
kettenreaktion; PAGE, Polyacrylamidgelelektrophorese ; Ref., Re- 
ferenz; RT-PCR, Reverse Transkript ion gekoppelt mit Polymerase- 
kettenreaktion; SDS, Natriumdodecylsulf at ; Var., Varietat; Xyl, 
Xylose . 
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Die Erfindung wird nun anhand von Beispielen eingehender erlau- 
tert. Die Beispiele werden lediglich zur Veranschaulichung der 
Erfindung aufgefuhrt und beschranken die Erfindung in keiner 
Weise . 

Bsp. 1: Isolierung und Charakterisierung von pflanzlichen Gntl- 
cDNA-Klonen. 

Aus Kartoffel- und Tabak-Blattgewebe wurde Gesamt-RNA isoliert 
und iuittels RT-PCR in Kombination mit degenerierten Primern 
(Vorgehen analog zu Ref. 31), die von konservierten Aminosaure- 
bereichen bekannter GnTI-Sequenzen aus tierischen Organismen ab- 
geleitet wurden ( „sense"-Primer 1* , S'-TG(CT) G(CT)I (AT) (GO I 
GCI TGG (AC)A(CT) GA(CT) AA(CT)-3'; „antisense"-Primer 3*, 
5' -CCA ICC IT (AG) ICC (ACGT)G(CG) (AG) AA (AG) AA (AG) TC-3' ; je 
30 pMol Primer pro 50 ul PCR-Ansatz bei 55°C „annealing"-Tempera- 
tur und 45 Zyklen) , cDNA- Fragment e von ca. 90 Bp amplif iziert . 
Nach Gelelution wurden die Enden der PCR-Produkte repariert 
(d.h. durch DNA-Polymerase I glatte Enden erzeugt und mit T4- 
Polynukleotid-Kinase phosphoryliert) und in die EcoRV-Schnitt- 
stelle von pBSK (Stratagene) kloniert. Die Identitat der abge- 
leiteten Aminosauresequenzen der Kartoffel und Tabak RT-PCR- 
Produkte konnte durch Vergleich mit bekannten GnTI-Sequenzen 
zwischen den Primern (Pfeile) als homolog bestatigt werden; 
=^Q(R/M)QFVQDP(D/Y)ALYRS<= (homologe As unterstrichen) . Von je 
einem der Klone wurden mittels PCR radioaktiv markierte Sonden 
synthetisiert (Standard-PCR-Ansatz mit degenerierten Primern wie 
oben, Nukleotidmischung ohne dCTP, dafiir mit 50 uCi a- 32 P-dCTP 
[>3000 Ci/mMol] versetzt) und verschiedene cDNA-Banken mit den 
entsprechenden homologen Kartoffel- bzw. Tabak-Sonden auf Gntl- 
haltige Klone durchgemustert (Vorgehen analog zu Ref. 31; 
„stringente" Hybridisierungsbedingungen wurden bereits oben im 
Text definiert) . Die cDNA-Banken wurden mit mRNA aus jungen, 
noch wachsenden Pf lanzenteilen ( „sink"-Gewebe) hergestellt. Nach 
cDNA-Synthese und Ligieren von EcoRI/Notl-Adaptoren (cDNA-Syn- 
these-Kit, Pharmacia) wurde mit EcoRI-kompatiblen Lambda-Armen 
ligiert, diese verpackt und damit E. coli XLl-Blue-Zellen trans- 
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fiziert (Lambda ZAPII Klonierungs- und Verpackungssystem, Stra- 
tagene) . Nach Amplif ikation der Banken wurde je ein vollstandi- 
ger Gntl-Klon aus einer Kartof f elblatt-"sink"-Bank (Al gemali 
Fig. 2 und SEQ ID NO: 1) und einer Tabakblatt-"sink"-Bank (A9 
gemali SEQ ID NO: 3), sowie zwei weitere Klone aus einer Knollen- 
«sink"-Bank isoliert (A6,A8) . Die abgeleiteten GnTI-Aminosaure- 
sequenzen enthalten im Gegensatz zu denen von Tieren eine poten- 
tielle N-Glykosylierungsstelle, Asn-X(ohne Pro) -Ser/Thr . Eine 
der GntJ-cDNA-Sequenzen aus Knollen tragt vor dem ersten Methio- 
nin Stop-Codons in alien drei Leserahmen (A8) . Der codierende 
Bereich ist zu dem langeren Knollenklon (A6) stark homolog (nur 
2 As-Austausche) , tragt jedoch eine vollig andere 5'-untrans- 
latierte Region. Des weiteren fehlt der fur das Golgi-Enzym cha- 
rakteristische Membrananker, so dafi diese Gntl-Isoform im Cyto- 
sol lokalisiert sein konnte. Sequenzvergleiche wurden mithilfe 
der „gap"- bzw. „pileup"- und „box"-Option des GCG-„sof tware"- 
Pakets (J Devereux, P Haeberli, 0 Smithies (1984) Nucl Acids Res 
12: 387-395) erstellt und zeigen, daJi die abgeleiteten pflanzli- 
chen GnTI-Aminosauresequenzen zu denen aus tierischen Organismen 
nur 30-40% Identitat und 57-59% Ahnlichkeit aufweisen (Fig. 3A) , 
untereinander aber hoch homolog sind (75-90% Identitat, Fig. 
3B) . 

Bei Arabidopsis thaliana wurde analog vorgegangen, wobei 
zur Herstellung einer spezifischen Sonde zunachst eine 
GnTI-Teilsequenz durch RT-PCR mit GntI „sense w -Primer 4A 
(5'-ATCGGAAAGCTTGGATCC CCA GTG GC (AG) GCT GTA GTT GTT ATG GCT 
TGC-3'; Hindlll-Schnittstelle unterstrichen, BamHI fett ge- 
druckt) und „antisense"-Primer 3*, wie vorstehend definiert, 
amplif iziert wurde. Aus einer Phagenbank (Lambda Uni-ZAP) wurde 
mit dieser Sonde zunachst ein 5 ' -unvollstandiger cDNA-Klon iso- 
liert. Durch Vektor-Insert-PCR wurde das fehlende 5 ■ -Ende aus 
einer weiteren Bank amplifiziert und iiber eine unique Spel- 
Schnittstelle im 5' -Bereich zu einer vollstandigen cDNA-Sequenz 
zusammengesetzt. Die durch Sequenzierung ermittelte Nukleinsau- 
resequenz ist in SEQ ID NO: 5 aufgefuhrt. 



Bsp. 2: Funktionelle Komplementierung eines GnTI-Defekts mit 
Gntl-cDNA bei transienter Expression in Protoplasten 
der Arabidopsis thaliana cgJ-Mutante. 
Ca. 4 Wochen nach Aussaat wurden Protoplasten aus Blattern ste- 
ril angezogener cgJ-Mutanten ( „Nichtf arber"-Pf lanzen nach 5 
RUckkreuzungen, Ref . 13) isoliert und mit Expressionskonstruk- 
ten der vollstandigen Gntl-cDNA-Sequenzen (Notl-cDNA-Fragmente, 
vgl. Fig. 4) in „sense w - (pA35N-Als bzw. pA35N-A9s) oder „anti- 
sense"-Orientierung (pA35N-Alas bzw. pA35N-A9as) transf ormiert 
und fur 96 Std. bei Raumtemperatur abgedunkelt kultiviert (je 
50 ug Plasmid-DNA pro 1 Mio. Protoplasten, PEG-Methode nach 
Ref. 32). Anschliefiende SDS-PAGE der Protoplastenextrakte und 
„Western Blot"-Analyse (analog zu Ref. 13,33) zeigte funktio- 
nelle Komplementierung des GnTI-Defekts, d.h. „komplexe" Glyko- 
sylierung zahlreicher Proteinbanden bei transienter Expression 
der Kartoffel Al- und Tabak A9-„sense"-, nicht aber der ent- 
sprechenden „antisense"-Konstrukte in Protoplasten der Arabi- 
dopsis cgl-Mutante (Daten nicht gezeigt) . 

Bsp. 3: Klonierung der binaren Expressionskonstrukte pBin-35- 

Alas und pBin-35-Al-kurz (vgl. Fig. 4). 
In die Sall-Schnittstelle der Polylinkerregion (entspricht 
pUC18) des pflanzlichen Expressionsvektors pA35 (Ref. 29) wurde 
nach Auf fullen der Enden ein Notl-Linker eingefUhrt (pA35N) , 
und die vollstandige Al-Gnt J-cDNA (Nukleotide 9 bis 1657, gemaft 
der cDNA in Fig. 2) uber NotI in pA35N inseriert ( „sense"-Kon- 
strukt pA35N-Als bzw. „antisense"-Konstrukt pA35N-Alas) . Die 
Expressionskassetten der „sense" bzw. „antisense"-Konstrukte 
wurden Uber die terminalen Schnittstellen (Ncol-Schnittstelle 
aufgefullt, mit Hindlll partial nachverdaut) als ca. 2410 Bp- 
Fragment isoliert und in die EcoRI- (aufgefullt) und Hindlll- 
Schnittstellen des binaren Vektors pBinl9 (Ref. 30) inseriert 
(= pBin-35-Als bzw. pBin-35-Alas) . Durch Fusion mit der eben- 
falls aufgefullten Ncol-Schnittstelle des Fragments wird die 
EcoRI-Schnittstelle des Vektors regeneriert. Zusatzlich wurde 
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in einem Standard- PCR-Ansatz { „sense"-Primer : KS-Sequenzprimer 
(Stratagene), verlangert fur PCR, 5'-GGC CCC CCC TCG AGG TCG 
ACG GTATCG-3'; „antisense«-Primer : 5' -GGGCCJCTAGACTCGAG AGC 
(CT)AC TAC TCT TCC TTG CTG CTG GCT AAT CTT G-3' , Xbal-Schnitt- 
stelle unterstrichen, Xhol-Schnittstelle kursiv) bei 50°C 
„annealing"-Temperatur ein 5' -Fragment der GntJ-cDNA amplifi- 
ziert (Nukleotide 9 bis 2 61, gemail der cDNA in Fig. 2 und SEQ 
ID NO: 1) . Das PCR-Produkt wurde mit Xbal (im „antisense w - 
Primer) und NotI (im 5' -Linker der cDNA) verdaut, als ca. 
260 Bp-Fragment isoliert und in pA35N kloniert (= pA35N-Al- 
kurz) . Die Expressionskassette des kurzen „antisense"-Kon- 
strukts wurde als EcoRI/Hindlll-Fragment (ca. 1020 Bp) eben- 
falls in pBinl9 inseriert (= pBin-35-Al-kurz) . 

Bsp. 4: Transformation von Agrobakterien durch die binaren 

GntJ-Konstrukte und Regeneration von transgenen Kartof- 
fel- bzw. Tabakpflanzen aus infizierten Blattscheiben . 
Die binaren „antisense"-GntI-Konstrukte (pBin-35-Alas bzw. 
pBin-35-Al-kurz) wurden in den Agrobakterien-Stamm GV2260 
transformiert (Ref. 34,35). Mit den rekombinanten Agrobakte- 
rienlinien wurden exemplarisch sterile Blattscheiben von Kar- 
toffelpflanzen der Var. Desiree bzw. Tabakpflanzen der Var. 
Wisconsin 38 infiziert (50 nl einer frischen Obernachtkultur in 
10 ml flussigem 2MS-Medium: 2% Saccharose in Murashige & Skoog 
Salz/Vitamin-Standard-Medium, pH 5,6; Blattstuckchen ohne Mit- 
telrippen; Cokultivierung 2 Tage dunkel in Pf lanzen-Klima- 
kammern) . Nach Waschen der infizierten Blattstuckchen in 2MS- 
Medium mit 250 ng/ml Claforan wurden aus diesen in Gewebekultur 
unter Kanamycin-Selektion transgene Pflanzen regeneriert (Kar- 
toffelprotokoll Ref. 26; Tabakprotokoll Ref. 36), und auf redu- 
zierte GnTI-Aktivitat getestet (exemplarisch in Fig. 5 fur 
transgene Kartof f elpf lanzen gezeigt) . Wie aus Fig. 5 ersehen 
werden kann, war die " antisense"-Suppression komplexer Glyko- 
protein-Modifikation in der transgenen Kartof f elpf lanze #439 
erfolgreich. Die f estgestellte Drosselung der komplexen Glyko- 
protein-Modifikation war in dieser Transf ormante iiber den ge- 
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samten Untersuchungszeitraum von mehreren Monaten stabil und 
wurde in drei, jeweils im Abstand von ca. 1 Monat durchgefiihr- 
ten Tests bestatigt. Analoge Ergebnisse wurden fur die entspre- 
chenden transgenen Tabakpf lanzen erhalten. 

Bsp. 5: Gewinnung von rekombinantem Kartof f el-GnTI-Protein (zur 

Antikorperproduktion) . 
Mit Hilfe des pET-Systems (Novagen) wurde rekombinante GnTI mit 
10 zusatzlichen N-terminalen Histidin-Resten („His-tag w ) in 
E. coli erzeugt und durch Metall-Chelat-Af f initatschromato- 
grafie gereinigt. Ein cDNA-Fragment, das die Nukleotide 275- 
1395 der Kartoffel Gntl-cDNA umfafit (entsp. As 75-446, Fig. 2 
bzw. SEQ ID NO: 1 und 2) , wurde mittels Standard- PCR 
(„annealing w -Temperatur 50°C, 30 Zyklen, Ref. 31) amplifiziert 
(„sense w -Primer Gntl-5'fus: 5'-CATGGATCC CTC GAG AAG CGT CAG 
GAC CAG GAG TGC CGG C-3' ; „antisense"-Primer Gntl-3'stop: 
5'-ATCCCGGGATCCG CTA CGT ATC TTC AAC TCC AAG TTG-3' ; Xhol- bzw. 
BamHI Schnittstellen unterstrichen, Stop-Codon kursiv) , und 
uber die Restriktionsschnittstellen der synthetischen Primer 
(5'-XhoI-GntJ-BamHI-3' ) in den Vektor pET16b (Novagen) inse- 
riert (= pET-His-Al). Nach Vermehrung und Analyse in E. coli 
XLl-Blue (Stratagene) wurde das Konstrukt als Glycerinkultur 
archiviert. Zur Oberexpression wurden kompetente E. coli 
BL21 (DE3)pLysS-Zellen (Novagen) mit pET-His-Al transf ormiert . 
Zugabe von IPTG ( lsopropyl-l-tnio-0-D-galaktopyranosid, ad 0,5- 
2 mM) zu einer logarithmisch wachsenden BL21-Kultur induziert 
zunachst die Expression von (bakterienchromosomaler ) T7-RNA- 
Polymerase und damit ebenfalls die Expression des rekombinanten 
Fusionsproteins, das in pET-Vektoren (Novagen) unter T7- 
Promotor-Kontrolle steht. Aus induzierten BL21 : pET-His-Al- 
Zellen wurde rekombinante Kartof fel-GnTI mit „His-tag" unter 
denaturierenden Bedingungen (Hersteller-Protokoll, Novagen) 
mittels Metall-Chelat-Chromatographie an TALON-Matrix 
(Clontech) gereinigt und die Preparation mittels SDS-PAGE auf 
Einheitlichkeit tiberpruft. 
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Bsp. 6: Erzeugung von polyklonalen Antikorpern in Kaninchen. 
Rekombinante Kartof f el-GnTI (aus Bsp. 5) wurde als Antigen ver- 
wendet. Nach Entnahme von einigen Millilitern Pra-Immunserum 
wurde den Kaninchen in dreiwochigen Abstanden 300-500 jig affi- 
nitatsgereinigtes Protein zusammen mit 25 ug GMDP-Adjuvans 
(Gerbu) subcutan injiziert. Nach drei Basis-Injektionen wurden 
die Tiere 12 bis 14 Tage nach der jeweiligen Folge-Inj ektion 
("Boost") aus der Ohrvene geblutet, das Serum gewonnen (Ref. 
37) und auf Erkennung rekombinanter GnTI in "Western Blot"- 
Analysen (1:200 bis 1 : 2000-Verdunnung) getestet. Das Antiserum 
der -Boosts* mit geringstem Hintergrund-zu-Signal-Verhaltnis 
wurde mit 0,04% Natriumazid versetzt, aliquotiert und bei +4°C 
bzw. langerfristig bei -20°C gelagert. Wie in Fig. 6 gezeigt, 
ergaben "Western Blot"-Analysen von Tabak-Kalluszellen (BY-2- 
Suspensionskultur) ein spezifisches GnTI-Signal in angereicher- 
ten Mikrosomenfraktionen, welches anzeigt, dali die gegen das 
rekombinante Protein hergestellten AntikOrper pflanzliche GnTI 
spezifisch erkennen. Der Nachweis wurde mit angereicherten Mi- 
krosomenfraktionen (ER und Golgi-Vesikel) durchgefuhrt, da 
GnTI-Protein, bedingt durch die geringen Mengen, in Pflanzen- 
Rohextrakten mit der verwendeten "Western-Blof-Methode nicht 
nachzuweisen ist. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Erzeugung von Glykoproteinen mit minimalen, 
einheitlichen und definierten Zuckerresten, umfassend das Zuch- 
ten einer transgenen Pflanze, von Teilen transgener Pflanzen 
Oder von transf ormierten Pf lanzenzellen und das Isolieren des 
gesuchten Glykoproteins aus dem gezUchteten Material 
dadurch gekennzeichnet, dafi die transgene Pflanze, die Teile 
transgener Pflanzen bzw. die transf ormierten Pf lanzenzellen mit 
einem „antisense«-Konstrukt oder einem „sense"-Konstrukt, um- 
fassend eine „antisense"-DNA bzw. „sense«-DNA bezuglich der 
DNA-Sequenz eines Gens oder einer cDNA fur pflanzliche N- 
Acetylglucosaminyltransferase I oder eines Teils davon, zur Be- 
seitigung oder Verringerung der N-Acetylglucosaminyltransf erase 
I-Aktivitat in diesen transf ormiert ist bzw. sind, wobei das 

antisense"- oder „sense w -Konstrukt gegebenenf alls zusatzlich 
regulatorische Sequenzen fur die Transkription der entsprechen- 
den „antisense"- oder „sense"-DNA enthalt. 



2 



Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi fur 
die Transformation ein „antisense"- oder „sense"-Konstrukt be- 
zilglich einer der cDNAs, die N-Acetylglucosaminyltransf erase I 
aus Solanvm tuberosum, Nicotiana tabacum oder Arabidopsis tha- 
liana kodieren, verwendet wird. 

3. verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafi fur 
die Transformation ein „antisense«- oder „sense"-Konstrukt be- 
zUglich einer der in den SEQ. ID. NO. 1, 3 oder 5 angegebenen 
DNA-Sequenzen verwendet wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 

dadurch gekennzeichnet, dafi die eingesetzte transgene Pflanze 
zusatzlich mit dem das gesuchte Glykoprotein kodierenden Gen 

transf ormiert worden ist. 
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5. DNA, dadurch gekennzeichnet, dali sie N-Acetylglucosaminyl- 
transf erase I aus Solanum tuberosum kodiert. 

6. DNA nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daft sie die in 
SEQ. ID. NO. 1 angegebene Nukleotidsequenz Oder einen Teil da- 
von umfaJJt. 

7. DNA, dadurch gekennzeichnet, dafi sie N-Acetylglucosaminyl- 
transf erase I aus Nicotiana tabacum kodiert. 

8. DNA nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafi sie die in 
SEQ. ID. NO. 3 angegebene Nukleotidsequenz oder einen Teil da- 
von umfafit. 

9. DNA, die N-Acetylglucosaminyltransf erase I aus Arabidopsis 
thaliana kodiert, dadurch gekennzeichnet, dafi die DNA die in 
SEQ. ID. NO. 6 angegebene Aminosauresequenz kodiert oder die in 
SEQ. ID. NO. 5 angegebene Nukleotidsequenz oder einen Teil da- 
von umfafit. 

10. DNA, dadurch gekennzeichnet, daJS sie die komplementare Nu- 
kleotidsequenz zu der DNA nach Anspruch 6, 8 oder 9 aufweist. 

11. DNA, dadurch gekennzeichnet, dali sie durch Substitution, 
Deletion und/oder Insertion einzelner oder mehrerer Nukleotide 
und/oder Verkurzung am 5'- und/oder 3'-Ende einer der DNAs nach 
einem der Ansprviche 5 bis 10 erhalten werden kann mit der MaJ5- 
gabe, dali die DNA unter stringenten Bedingungen zumindest in 
einem Teilabschnitt mit der Ausgangs-DNA oder deren komplemen- 
tarer Sequenz oder mit Teilen derselben hybridisiert . 

12. DNA, dadurch gekennzeichnet, dali sie ein Gen darstellt oder 
Teil eines Gens ist, das das Enzym N-Acetylglucosaminyl- 
transferase I kodiert, und uber ihre gesamte Lange hinweg oder 
in einem Teilabschnitt 

mit einer der DNA-Sequenzen oder -Fragmente nach einem der 
Anspruche 5 bis 11 und/oder 
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mit einer DNA-Sequenz, die von den in den SEQ ID NO: 1, 
3 und/oder 5 angegebenen Minosauresequenzen unter Beruck- 
sichtigung der Degeneration des genetischen Codes abgelei- 
tet worden ist, 
unter stringenten Bedingungen hybridisiert . 

13. DNA-Konstrukt, 

dadurch gekennzeichnet , daft es eine oder mehrere der DNAs gemaft 
einem der Ansprttche 5 bis 14 umfaftt. 

14. DNA-Konstrukt nach Anspruch 13, 

dadurch gekennzeichnet, daft es eine „antisense M - oder „sense"- 
DNA beziiglich der DNA-Sequenz nach einem der Anspriiche 5 bis 12 
und ggf- regulatorische Sequenzen fur die Transkription der 
„antisense xx - bzw. „sense"-DNA umfaftt. 

15. Vektor, Plasmid, Cosmid, Viren- oder Phagengenom, 
dadurch gekennzeichnet, daft er oder es zumindest eine DNA 
und/oder ein Konstrukt nach einem der Anspriiche 5 bis 14 um- 
faftt . 

16. N-Acetylglucosaminyltransferase I aus Solarium tuberosum. . 

17. N-Acetylglucosaminyltransf erase I aus Nicotiana tabacum. 

18. N-Acetylglucosaminyltransf erase I aus Arabidopsis thaliana, 
dadurch gekennzeichnet , daft das Enzym die in SEQ ID NO: 6 ange- 
gebene Aminosauresequenz umfaftt. 

19. N-Acetylglucosaminyltransferase I, dadurch gekennzeichnet, 
dali das Enzym die in SEQ ID NO: 2 angegebene Aminosauresequenz 
umf aft t . 

20. N-Acetylglucosaminyltransf erase I, dadurch gekennzeichnet, 
daft das Enzym die Aminosauren 74 bis 44 6 der in SEQ ID NO: 2 
angegebenen Aminosauresequenz umfaftt. 
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21. N-Acetylglucosaminyltransf erase I, dadurch gekennzeichnet , 
daft das Enzym die in SEQ ID NO: 4 angegebene Minosauresequenz 
umf aftt . 

22. N-Acetylglucosaminyltransferase I, zuganglich aufgrund der 
Hybridisierung ihres Gen oder eines oder mehrerer Abschnitte 
ihres Gens mit einer oder mehreren der DNAs und/oder DNA- 
Fragmente gemaft einem der Anspruche 5 bis 12. 

23. Von den Enzymen gemaft einem der Ansprliche 16 bis 22 durch 
Substitution, Deletion, Insertion und/oder Modifikation einzel- 
ner Aminosauren und/oder kleinerer Gruppen von Aminosauren 
und/oder durch N- und/oder C-terminale Verkttrzung und/oder Ver- 
langerung abgeleitete Enzyme oder Proteine. 

24. Protein oder Peptid, umfassend einen oder mehrere Abschnit- 
te der Aminosauresequenz (en) eines oder mehrerer der in einem 
der Anspr\iche 16 bis 23 definierten Enzyme. 

25. Protein oder Peptid, welches durch eine der DNAs nach einem 
der Anspriiche 5 bis 12 kodiert wird. 

26. Antigen, dadurch gekennzeichnet , daft es 

die in SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 oder SEQ ID NO: 6 angege- 
bene Aminosauresequenz oder 

die Aminosauren 74 bis 44 6 der in Fig. 2 angegebenen Ami- 
nosauresequenz oder 

eine durch Substitution, Deletion, Insertion und/oder Mo- 
difikation einzelner Aminosauren und/oder kleinerer Grup- 
pen von Aminosauren von den in SEQ ID NO: 2, 4 oder 6 an- 
gegebenen Aminosauresequenzen abgeleitete Aminosaurese- 
quenz oder 

einen Teil oder mehrere Teile dieser Sequenzen 
umfaftt mit der Maftgabe, daft das Antigen bei Immunisierung eines 
Wirtes mit diesem zur Bildung einer immunologischen Reaktion 
einschlieftlich der Erzeugung von gegen das Antigen gerichteten 
Antikorpern fuhrt . 
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27. Monoklonaler oder polyklonaler Antikorper, dadurch gekenn- 
zeichnet, daiJ er spezifisch eines oder mehrere der Enzyme oder 
Antigene nach einem der Anspruche 16 bis 26 erkennt und dieses 
oder diese bindet. 

28. Mikroorganismus, 

dadurch gekennzeichnet , dafi er durch mindestens eine der Nukleo- 
tidsequenzen, ausgewahlt aus den DNAs, Konstrukten, Vektoren, 
Plasmiden, Cosmiden, Viren- oder Phagengenomen gemaJS einem oder 
mehreren der Anspriiche 5 bis 15 transf ormiert ist. 

29. Transgene Pflanze, transgener Samen, transgenes Vermeh- 
rungsmaterial, Teile transgener Pflanzen oder transf ormierte 
Pflanzenzelle, erhaltlich durch Integration einer oder mehrerer 
DNA-Sequenz (en) oder Konstrukt(e) nach einem der Anspruche 5 
bis 13 unter Kontrolle eines in Pflanzen wirksamen Promotors in 
das Genom einer Pflanze oder durch Infektion durch ein eine 
oder mehrere DNA-Sequenz (en) oder Konstrukt(e) nach einem der 
Anspruche 5 bis 13 enthaltendes Virus fur eine extrachromosoma- 
le Propagation und Expression der DNA-Sequenz (en) oder des Kon- 
strukts/der Konstrukte in infiziertem Pf lanzengewebe . 

30. Transgene Pflanze, transgener Samen, transgenes Vermeh- 
rungsmaterial, Teile transgener Pflanzen oder transf ormierte 
Pflanzenzelle mit fehlender oder verminderter N-Acetylglu- 
cosaminyltransferase I-Aktivitat, erhaltlich durch Integration 
eines oder mehrerer „antisense"- oder „sense xx -Konstrukt (e) nach 
Anspruch 14 unter Kontrolle eines in Pflanzen wirksamen Promo- 
tors in das Genom einer Pflanze oder durch virale Infektion 
durch ein ein oder mehrere „antisense"- bzw. „sense"-Kon- 
strukt(e) nach Anspruch 14 enthaltendes Virus fUr eine extra- 
chromosomale Propagation und Transkription von dem oder den 
„antisense"-Konstrukt (en) oder von dem oder den „sense"- 
Konstrukt (en) in infiziertem Pf lanzengewebe . 



ZUS AMMEN FAS S UNG 



Die Erfindung betrifft pflanzliche Gnt J-Sequenzen, insbesondere 
pflanzliche Nukleinsauresequenzen, die das Enzym N-Acetylglu- 
cosaminyltransf erase I (GnTI ) kodieren, davon abgeleitete DNA- 
Sequenzen einschlielilich Gntl-„antisense tt - und „sense M -Kon- 
strukten, und deren Translationsprodukte, gegen diese Transla- 
tionsprodukte gerichtete Antikorper sowie die Verwendung der 
Sequenzinf ormation zur Gewinnung von transf ormierten Mikroorga- 
nismen und von transgenen Pflanzen, einschliefilich solchen mit 
verminderter oder fehlender N-Acetylglucosaminyltransf erase I- 
Aktivitat. Derartige Pflanzen mit verminderter oder fehlender 
N-Acetylglucosaminyltransferase I-Aktivitat sind zur Herstel- 
lung von Glykoproteinen spezifischer Konstitution bezuglich der 
Zuckerreste von groJier Bedeutung. 



SEQUENZPROTOKOLL 



ALLGEMEINE ANGABEN: 

( i ) ANMELDER : 

(A) NAME: von Schaewen, Antje, Dr. rer. nat. 

(B) STRASSE: Natruperstrasse 169a 

( C ) ORT : Osnabriick 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 4 907 6 

(G) TELEFON: 0541-684029 

(ii) BE ZE I CHNUNG DER ERFINDUNG: Herstellung von 

Glykoproteinen in Pf lanzen mit verminderter oder 
fehlender N-Acetylglucosaminyltransf erase I (GnTI) 
Aktivitaet unter Verwendung pflanzlicher gntl- 
Sequenzen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 6 

(iv) COMPUTER- LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTR&GER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) LANGE : 1669 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA zu mRNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Solanum tuberosum 

(B) STAMM: Desiree 

(D) ENT W I CKLUNGS STADIUM: "sink" Organ 

(F) GEWEBETYP: Mesophyll 

(G) ZELLTYP : Blattzellen 

(vii) UNM I T T E LB ARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: Lambda ZAP II (EcoRI) 

(B) CLON (E) : gntl-Al (K) 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: miscjeature 



- 2 - 



(B) LAGE: 659. . 667 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function= "Asn-Codon ist eine 
potentielle Glykosylierungss telle" 
/product= "Konsensus Sequenz fuer 
N-Glykosylierung" 

/phenotype- "N-Glykane modulieren 
Proteineigenschaf ten" 

/standard_name= "N-Glykosylierungsstelle" 
/label= pot-CHO 

/note- "fehlt in tierischen GnTI-Sequenzen 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:53. .1393 

(C) ART DER. ERMITTLUNG: experimentell 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /codon_start= 53 

/function- "initiiert komplexe N-Glykane auf 
sekret . Glykoproteinen" 
/EC_number= 2.4.1.101 
/product= 

"beta-1, 2-N-Acetylglucosaminyltransf erase I 
/evidence- EXPERIMENTAL 
/gene- "cgl" 
/standard_name= "gntl" 
/label- ORF 

/note- "erste gntl-Sequenz aus Kartoffel 
(unpubliziert) " 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: 5'UTR 

(B) LAGE: 15. . 52 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: 3'UTR 

(B) LAGE: 1394 . .1655 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 80. .139 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function- "Membrananker 
(Aminosauren 10-29)" 

/product- "hydrophober Aminosaurebereich m 
GnTI" 

/standard_name= "Membrananker eines Typ II 
Golgi- Proteins" 

/note- "durch Vergleich mit tierischen GnTI- 
Sequenzen identif iziert" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: misc_feature 

(B) LAGE : 1 . .14 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function- " zur Herstellung der 
cDNA-Bank in Lambda ZAP II" 
/product- "EcoRI/Notl-cDNA- Adaptor" 
/ number = 1 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: misc_f eature 

(B) LAGE: 1656. .1669 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "EcoRI/Notl-Adaptor" 
/ number = 2 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

GAATTCGCGG CCGCCTGAGA AACCCTCGAA TTCAATTTCG CATTTGGCAG AG ATG 55 

Met 
1 

AGA GGG AAC AAG TTT TGC TTT GAT TTA CGG TAC CTT CTC GTC GTG GCT 103 
Arg Gly Asn Lys Phe Cys Phe Asp Leu Arg Tyr Leu Leu Val Val Ala 
5 10 IS 

GCT CTC GCC TTC ATC TAC ATA CAG ATG CGG CTT TTC GCG ACA CAG TCA 151 
Ala Leu Ala Phe He Tyr He Gin Met Arg Leu Phe Ala Thr Gin Ser 
20 25 30 

GAA TAT GTA GAC CGC CTT GCT GCT GCA ATT GAA GCA GAA AAT CAT TGT 199 
Glu Tyr Val Asp Arg Leu Ala Ala Ala He Glu Ala Glu Asn His Cys 
35 40 45 

ACA AGT CAG ACC AGA TTG CTT ATT GAC AAG ATT AGC CAG CAG CAA GGA 247 
Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu He Asp Lys He Ser Gin Gin Gin Gly 
50 55 60 65 

AGA GTA GTA GCT CTT GAA GAA CAA ATG AAG CAT CAG GAC CAG GAG TGC 2 95 

Arq Val Val Ala Leu Glu Glu Gin Met Lys His Gin Asp Gin Glu Cys 
70 75 80 

CGG CAA TTA AGG GCT CTT GTT CAG GAT CTT GAA AGT AAG GGC ATA AAA 343 
Arq Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lys Gly He Lys 
85 90 95 

AAG TTA ATC GGA GAT GTG CAG ATG CCA GTG GCA GCT GTA GTT GTT ATG 391 
Lys Leu He Gly Asp Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val Val Val Met 
100 105 HO 

GCT TGC AGT CGT ACT GAC TAC CTG GAG AGG ACT ATT AAA TCC ATC TTA 4 39 

Ala Cys Ser Arg Thr Asp Tyr Leu Glu Arg Thr He Lys Ser He Leu 
115 120 125 

AAA TAC CAA ACA TCT GTT GCA TCA AAA TAT CCT CTT TTC ATA TCC CAG 4 87 

Lys Tyr Gin Thr Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe He Ser Gin 
130 135 140 145 

GAT GGA TCA AAT CCT GAT GTA AGA AAG CTT GCT TTG AGC TAT GGT CAG 535 
Asp Gly Ser Asn Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser Tyr Gly Gin 
150 155 160 

CTG ACG TAT ATG CAG CAC TTG GAT TAT GAA CCT GTG CAT ACT GAA AGA 58 3 

Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Tyr Glu Pro Val His Thr Glu Arg 
165 170 175 

CCA GGG GAA CTG GTT GCA TAC TAC AAG ATT GCA CGT CAT TAC AAG TGG 631 
Pro Gly Glu Leu Val Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His Tyr Lys Trp 
180 185 190 

GCA TTG GAT CAG CTG TTT CAC AAG CAT AAT TTT AGC CGT GTT ATC ATA 67 9 

Ala Leu Asp Gin Leu Phe His Lys His Asn Phe Ser Arg Val He He 
195 200 205 
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CTA GAA GAT GAT ATG GAA ATT GCT GCT GAT TTT TTT GAC TAT TTT GAG 72 7 

Leu Glu Asp Asp Met Glu He Ala Ala Asp Phe Phe Asp Tyr Phe Glu 
2io 215 220 225 

GCT GGA GCT ACT CTT CTT GAC AGA GAC AAG TCG ATT ATG GCT ATT TCT 
Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser He Met Ala lie Ser 
230 235 240 



775 



823 



871 



TCT TGG AAT GAC AAT GGA CAA AGG CAG TTC GTC CAA GAT CCT GAT GCT 
Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Arg Gin Phe Val Gin Asp Pro Asp Ala 
245 250 255 

CTT TAC CGC TCA GAC TTT TTT CCT GGT CTT GGA TGG ATG CTT TCA AAA 
Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met Leu Ser Lys 
260 265 270 

TCA ACT TGG TCC GAA CTA TCT CCA AAG TGG CCA AAG GCT TAC TGG GAT 919 
Ser Thr Trp Ser Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala Tyr Trp Asp 
275 280 285 

GAC TGG CTA AGG CTG AAA GAA AAT CAC AGA GGT CGA CAA TTT ATT CGC 967 
Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin Phe He Arg 
290 295 300 305 

CCA GAA GTT TGC AGA ACG TAC AAT TTT GGT GAG CAT GGT TCT AGT TTG 1015 
Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly Ser Ser Leu 
310 315 320 

GGG CAG TTT TTT AAG CAG TAT CTT GAG CCA ATT AAG CTA AAT GAT GTC 1063 
Glv Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro He Lys Leu Asn Asp Val 
325 330 335 

CAG GTT GAT TGG AAG TCA ATG GAC CTA AGT TAC CTT TTG GAG GAC AAC 1111 
Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu Glu Asp Asn 
340 345 350 

TAT GTG AAA CAC TTT GGC GAC TTG GTT AAA AAG GCT AAG CCC ATC CAC 115 9 

Tyr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys Pro He His 
355 360 365 

GGA GCT GAT GCT GTT TTG AAA GCA TTT AAC ATA GAT GGT GAT GTG CGT 12 07 

Glv Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn He Asp Gly Asp Val Arg 
370 375 380 385 

ATT CAG TAC AGA GAC CAA CTA GAC TTT GAA GAT ATC GCT CGA CAG TTT 1255 
He Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asp He Ala Arg Gin Phe 
390 395 400 

GGC ATT TTT GAA GAA TGG AAG GAT GGT GTA CCA CGG GCA GCA TAT AAA 1303 
Gly He Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala Ala Tyr Lys 
405 410 415 

GGG ATA GTA GTT TTC CGG TTT CAA ACA TCT AGA CGT GTG TTC CTT GTT 1351 
Gly He Val Val Phe Arg Phe Gin Thr Ser Arg Arg Val Phe Leu Val 
420 425 430 

TCC CCT GAT TCT CTT CGA CAA CTT GGA GTT GAA GAT ACT TAG 13 93 

Ser Pro Asp Ser Leu Arg Gin Leu Gly Val Glu Asp Thr 
435 440 445 

CGAAGATAT G ATTGGAGCCT GAG C AAC AAT TTAGACTTAT TTGGTAGGAT ACATTTGAAA 145 3 

GAGCTGACAC GAAAAGTATG ACTAC CAGT A GCTACATGCA ACATTTTAAT GTTAATGGAA 1513 

GGAACCCACT GCTTATTGTT G G AAT G GAT G AAT CAT CAC C ACATCCTATT ATT CAAGTTT 157 3 
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ACAAACATAA AGAGGAAATG TTGCCCTATA AAAACAAATT TTTTGTTTCT AAGAAGGAAC 1633 



GTTACGATTA TGAGCAACTT TGGCGGCCGC GAATTC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) S E QUEN Z KENN Z E I CHEN : 

(A) LANGE: 447 Aminosauren 

(B) ART: Minosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Arg Gly Asn Lys Phe Cys Phe Asp Leu Arg Tyr Leu Leu Val Val 
5 10 15 



1669 



1 



Ala Ala Leu Ala Phe He Tyr He Gin Met Arg Leu Phe Ala Thr Gin 
20 25 30 

Ser Glu Tyr Val Asp Arg Leu Ala Ala Ala He Glu Ala Glu Asn His 
35 40 45 

Cys Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu He Asp Lys He Ser Gin Gin Gin 
50 55 60 

Glv Arq Val Val Ala Leu Glu Glu Gin Met Lys His Gin Asp Gin Glu 
65 70 75 80 

Cys Arg Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lys Gly He 
85 90 95 

Lvs Lvs Leu He Gly Asp Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val Val Val 
100 105 HO 

Met Ala Cys Ser Arg Thr Asp Tyr Leu Glu Arg Thr He Lys Ser He 
115 120 125 

Leu Lys Tyr Gin Thr Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe He Ser 
130 135 140 

Gin Asp Gly Ser Asn Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser Tyr Gly 
145 150 155 160 

Gin Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Tyr Glu Pro Val His Thr Glu 
165 170 175 

Ara Pro Gly Glu Leu Val Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His Tyr Lys 
180 185 190 

Trp Ala Leu Asp Gin Leu Phe His Lys His Asn Phe Ser Arg Val He 
195 200 205 

He Leu Glu Asp Asp Met Glu He Ala Ala Asp Phe Phe Asp Tyr Phe 
210 215 220 

Glu Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser He Met Ala He 
225 230 235 240 

Ser Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Arg Gin Phe Val Gin Asp Pro Asp 
245 250 255 
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Ala Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met Leu Ser 
260 265 270 

Lvs Ser Thr Trp Ser Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala Tyr Trp 
* 275 280 285 

Asp Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin Phe He 
290 295 300 

Arg Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly Ser Ser 
305 310 315 320 

Leu Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro He Lys Leu Asn Asp 
325 330 335 

Val Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu Glu Asp 
340 345 350 

Asn Tyr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys Pro He 
355 360 365 

His Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn He Asp Gly Asp Val 
370 375 380 

Arg He Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asp He Ala Arg Gin 
385 390 395 400 

Phe Gly He Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala Ala Tyr 
405 410 415 

Lvs Gly He Val Val Phe Arg Phe Gin Thr Ser Arg Arg Val Phe Leu 
420 425 430 

Val Ser Pro Asp Ser Leu Arg Gin Leu Gly Val Glu Asp Thr 
435 440 445 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 1737 Basenpaare 

(B) ART : Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKuLS : cDNA zu mRNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Nicotiana tabacum 

(B) STAMM: Samsun NN 

(D) ENTW I CKLUNGS STADIUM: "sink" Organ 

(F) GEWEBETYP: Mesophyll 

(G) ZELLTYP: Blattzellen 

(vii) UNM I T T E L BARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: Lambda ZAP II (EcoRI) 

(B) CLON(E): gntI-A9 (T) 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature 

(B) LAGE: 733 . . 741 . ^ . ^ 
(D) SONSTIGE ANGABEN : / f unction= "Asn-Codon ist erne 

potentielle Glykosylierungsstelle 
/product= "Konsensus Sequenz fur 
N-Glykosylierung" 

/phenotype= "N-Glykane modulieren 
Proteineigenschaf ten" u 
/standard_name= "N-Glykosylierungsstelle 

/label= pot-CHO 

/note= "fehlt in tierischen GnTI-Sequenzen 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: CDS 

(B) LAGE: 127 . .1467 

(C) ART DER ERMITTLUNG : expenmentell 

(D) SONSTIGE ANGABEN: / codon start- 127 

/function- "initiiert komplexe N-Glykane auf 
sekret. Glykoproteinen" 
/EC_number= 2.4.1.101 

/product= , T „ 

"beta-l , 2-N-Acetylglucosaminyltransf erase i 

/evidence= EXPERIMENTAL 
/gene= "cgl" 
/standard_name= "gntl" 

/label* ORF 

/note= "erste gntl-Sequenz aus TabaJc 
(unpubliziert) " 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: 5'UTR 

(B) LAGE:15..126 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: 3 ' UTR 

(B) LAGE: 1468. .1723 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: CDS 

(B) LAGE: 154 . .213 

(D) SONSTIGE ANGABEN: / function= "MembrananKer 
(Aminosauren 10-29)" 

/product= "hydrophober Aminosaurebereicn m 

GnTI " TT 
/standard_name= "Membrananker ernes Typ li 

Golgi-Proteins" , . r - T . 

/note= "durch Vergleich mit tierischen GnTI 
Sequenzen ident if iziert " 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: misc_feature 

Id! SONSTIGE^ANGABEN : / f unction= "zur Herstellung der 

cDNA-Bank in Lambda ZAP II" n 
/product^ "EcoRI /Not I -cDNA- Adaptor 

/ number = 1 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_f eature 

(B) LAGE: 1724. .1737 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "EcoRI/Notl-Adaptor " 
/number^ 2 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

GAATTCGCGG CCGCCATTGA CTTGATCCTA ACTGAACAGG CAAAGTAAAT CCAGCGATGA 60 

AACACTCATA ACTGAACACT GAGAGACTAT TCGCTTTCTC CTAAAGCCTT CAATCGAATT 120 

CGCACG ATG AGA GGG AAC AAG TTT TGC TGT GAT TTC CGG TAC CTC CTC 
Met Arg Gly Asn Lys Phe Cys Cys Asp Phe Arg Tyr Leu Leu 
450 455 460 



168 



216 



ATC TTG GCT GCT GTC GCC TTC ATC TAC ACA CAG ATG CGG CTT TTT GCG 
lie Leu Ala Ala Val Ala Phe He Tyr Thr Gin Met Arg Leu Phe Ala 
465 470 475 

ACA CAG TCA GAA TAT GCA GAT CGC CTT GCT GCT GCA ATT GAA GCA GAA 2 64 

Thr Gin Ser Glu Tyr Ala Asp Arg Leu Ala Ala Ala He Glu Ala Glu 
480 485 490 

AAT CAT TGT ACA AGC CAG ACC AGA TTG CTT ATT GAC CAG ATT AGC CTG 312 
Asn His Cys Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu He Asp Gin He Ser Leu 
495 500 505 

CAG CAA GGA AGA ATA GTT GCT CTT GAA GAA CAA ATG AAG CGT CAG GAC 360 
Gin Gin Gly Arg He Val Ala Leu Glu Glu Gin Met Lys Arg Gin Asp 
510 515 520 525 

CAG GAG TGC CGA CAA TTA AGG GCT CTT GTT CAG GAT CTT GAA AGT AAG 4 08 

Gin Glu' Cys Arg Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lys 
530 535 540 

GGC ATA AAA AAG TTG ATC GGA AAT GTA CAG ATG CCA GTG GCT GCT GTA 4 56 

Gly He Lys Lys Leu He Gly Asn Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val 
545 550 555 

GTT GTT ATG GCT TGC AAT CGG GCT GAT TAC CTG GAA AAG ACT ATT AAA 504 
Val Val Met Ala Cys Asn Arg Ala Asp Tyr Leu Glu Lys Thr He Lys 
560 565 570 

TCC ATC TTA AAA TAC CAA ATA TCT GTT GCG TCA AAA TAT CCT CTT TTC 552 
Ser He Leu Lys Tyr Gin He Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe 
575 580 585 

ATA TCC CAG GAT GGA TCA CAT CCT GAT GTC AGG AAG CTT GCT TTG AGC 600 
He Ser Gin Asp Gly Ser His Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser 
590 595 600 605 

TAT GAT CAG CTG ACG TAT ATG CAG CAC TTG GAT TTT GAA CCT GTG CAT 64 8 

Tyr Asp Gin Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Phe Glu Pro Val His 
610 615 620 

ACT GAA AGA CCA GGG GAG CTG ATT GCA TAC TAC AAA ATT GCA CGT CAT 69 6 

Thr Glu Arg Pro Gly Glu Leu He Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His 
625 630 635 
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TAC AAG TGG GCA TTG GAT CAG CTG TTT TAG AAG CAT AAT TTT AGC CGT 74 4 

Tyr Lys Trp Ala Leu Asp Gin Leu Phe Tyr Lys His Asn Phe Ser Arg 
640 645 650 

GTT ATC ATA CTA GAA GAT GAT ATG GAA ATT GCC CCT GAT TTT TTT GAC 7 92 

Val He He Leu Glu Asp Asp Met Glu He Ala Pro Asp Phe Phe Asp 
655 660 665 

TTT TTT GAG GCT GGA GCT ACT CTT CTT GAC AGA GAC AAG TCG ATT ATG 
Phe Phe Glu Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser He Met 
670 675 680 685 

GCT ATT TCT TCT TGG AAT GAC AAT GGA CAA ATG CAG TTT GTC CAA GAT 
Ala He Ser Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Met Gin Phe Val Gin Asp 
690 695 700 



840 



888 



CCT TAT GCT CTT TAC CGC TCA GAT TTT TTT CCC GGT CTT GGA TGG ATG 936 
Pro Tyr Ala Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met 
705 710 715 

CTT TCA AAA TCT ACT TGG GAC GAA TTA TCT CCA AAG TGG CCA AAG GCT 984 
Leu Ser Lys Ser Thr Trp Asp Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala 
720 725 730 

TAC TGG GAC GAC TGG CTA AGA CTC AAA GAG AAT CAC AGA GGT CGA CAA 1032 
Tyr Trp Asp Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin 
735 740 745 

TTT ATT CGC CCA GAA GTT TGC AGA ACA TAT AAT TTT GGT GAG CAT GGT 1080 
Phe He Arg Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly 
750 755 760 765 

TCT AGT TTG GGG CAG TTT TTC AAG CAG TAT CTT GAG CCA ATT AAA CTA 112 8 

Ser Ser Leu Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro He Lys Leu 
770 775 780 

AAT GAT GTC CAG GTT GAT TGG AAG TCA ATG GAC CTT AGT TAC CTT TTG 117 6 

Asn Asp Val Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu 
785 790 795 

GAG GAC AAT TAC GTG AAA CAC TTT GGT GAC TTG GTT AAA AAG GCT AAG 1224 
Glu Asp Asn Tyr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys 
800 805 810 

CCC ATC CAT GGA GCT GAT GCT GTC TTG AAA GCA TTT AAC ATA GAT GGT 1272 
Pro He His Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn He Asp Gly 
815 820 825 

GAT GTG CGT ATT CAG TAC AGA GAT CAA CTA GAC TTT GAA AAT ATC GCA 132 0 

Asp Val Arg He Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asn He Ala 
830 835 840 845 

CGG CAA TTT GGC ATT TTT GAA GAA TGG AAG GAT GGT GTA CCA CGT GCA 1368 
Arq Gin Phe Gly He Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala 
850 855 860 

GCA TAT AAA GGA ATA GTA GTT TTC CGG TAC CAA ACG TCC AGA CGT GTA 1416 
Ala Tyr Lys Gly He Val Val Phe Arg Tyr Gin Thr Ser Arg Arg Val 
865 870 875 

TTC CTT GTT GGC CAT GAT TCG CTT CAA CAA CTC GGA ATT GAA GAT ACT 14 64 

Phe Leu Val Gly His Asp Ser Leu Gin Gin Leu Gly He Glu Asp Thr 
880 885 890 

TAA CAAAGAT AT G AT T G CAG GAG CCCGGGCAAA ATTTTTGACT TATTGGGTAG 1517 
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5 10 



Ala Ala Val Ala Phe He Tyr Thr Gin Met Arg Leu Phe Ala Thr Gin 
20 25 30 

Ser Glu Tyr Ala Asp Arg Leu Ala Ala Ala He Glu Ala Glu Asn His 
35 40 

Cvs Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu He Asp Gin He Ser Leu Gin Gin 
^ 50 55 60 

Gly Arg He Val Ala Leu Glu Glu Gin Met Lys Arg Gin Asp Gin Glu 
65 70 75 

Cvs Arg Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lys Gly He 

— 90 " 



85 



Lys Lys Leu He Gly Asn Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val Val Val 
1 105 u 



100 



Met Ala Cys Asn Arg Ala Asp Tyr Leu Glu Lys Thr He Lys Ser He 
115 120 125 

Leu Lys Tyr Gin He Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe He Ser 
130 135 140 

Gin Asp Gly Ser His Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser Tyr Asp 
145 150 155 

Gin Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Phe Glu Pro Val His Thr Glu 

165 no 1/s 

Arc Pro Gly Glu Leu He Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His Tyr Lys 
y 180 185 I 90 

Trp Ala Leu Asp Gin Leu Phe Tyr Lys His Asn Phe Ser Arg Val He 
195 200 205 

He Leu Glu Asp Asp Met Glu He Ala Pro Asp Phe Phe Asp Phe Phe 
210 215 220 



1697 
1737 



GATGCATCGA GCTGACACTA AACCATGATT TTACCAGTTA CATACAACGT TTTAAT GTT A 1577 
TACGGAGGAG CTCACTGTTC TAGTGTTGAA GGGATATCGG CTTCTTAGTA TTGGATGAAT 1637 
CATCAACACA ACCTATTATT TTAAGTGTTC AGAACATAAA GAGGAAATGT AGCCCTGTAA 
AGACTATACA TGGGACCATC ATAATCGCGG CCGCGAATTC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 447 Amino saur en 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtFLS : Protein 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Met Arg Gly Asn Lys Phe Cys Cys Asp Phe Arg Tyr Leu Leu lie Leu 
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Glu Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser lie Met Ala lie 
225 230 235 240 

Ser Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Met Gin Phe Val Gin Asp Pro Tyr 
245 250 255 

Ala Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met Leu Ser 
260 265 270 

Lvs Ser Thr Trp Asp Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala Tyr Trp 
275 . 280 285 

Asp Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin Phe lie 
290 295 300 

Arg Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly Ser Ser 
305 310 315 

Leu Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro He Lys Leu Asn Asp 
325 330 = 

Val Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu Glu Asp 
340 345 350 

Asn Tyr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys Pro He 
355 360 365 

His Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn He Asp Gly Asp Val 
370 375 380 

Arg He Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asn lie Ala Arg Gin 
385 390 395 4UU 

Phe Gly He Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala Ala Tyr 
* 405 410 415 

Lys Gly He Val Val Phe Arg Tyr Gin Thr Ser Arg Arg Val Phe Leu 
Y 420 425 430 

Val Gly His Asp Ser Leu Gin Gin Leu Gly He Glu Asp Thr * 
435 440 445 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1854 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA ZU mRNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTI SENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Arabidopsis thaliana 

(B) STAMM: Columbia 

(D) ENTW I CKLUNG S ST AD I UM : reife Pflanzen 
(F) GEWEBETYP : alle Gewebe 
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(vii) UNM ITT ELB ARE HERKUNFT: „ T /VK tn 

(A) BIBLIOTHEK : Lambda Uni-ZAP (EcoRI/XhoI) und 

Lambda ACT (Xhol) 

(B) CLON(E): pBSK-Ara-Gntl-f ull #8 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME / S CHLU S S EL : misc_feature 

(B) LAGE: 1185. . 1193 . 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function= "Asn-Codon ist erne 
potentielle Glykosylierungsstelle" 
/product= "Konsensus Sequenz fuer 
N-Glykosylierung" 

/phenotype= »N-Glykane modulieren 
Proteineigenschaf ten" 

/standard_name= »N-Glykosylierungsstelle 
/label= pot-CHO 

/note= "fehlt in tierischen GnTI-Sequenzen" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME / S CHLU S S EL : CDS 

(B) LAGE: 135- .1469 

(C) ART DER ERMITTLUNG: experimentell 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /codon start= 135 

/function= "initiiert komplexe N-Glykane auf 
sekret . Glykoproteinen" 
/EC_number= 2.4.1.101 

/product= ^ _„ 

»beta-l , 2-N-Acetylglucosaminyltransf erase I 

/evidence= EXPERIMENTAL 
/gene= "cgl" 
/standard_name= "gntl" 
/label= ORF 

/note= "erste gntl-Sequenz aus Arabidopsis 
(unpubliziert) " 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: 5 1 UTR 

(B) LAGE: 19.. 134 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: 3 1 UTR 

(B) LAGE: 147 0. . 1848 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:157. .215 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function= "MembrananKer 
(Aminosauren 8-27)" . 
/product- "hydrophober Aminosaurebereich m 

GnTI n 

/standard_name= "Membrananker eines Typ II 
Golgi-Proteins" . . ^ _ T 

/ no te= "durch Vergleich mit tierischen GnTl- 
Sequenzen identif iziert" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_f eature 

(B) LAGE: 1. . 18 
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(D) SONSTIGE ANGABEN: /function= "zur Herstellung 
einer cDNA-Bibliothek in Lambda ACT" 
/product^ "XhoI-cDNA-Adaptor" 
/ number = 1 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature 

(B) LAGE: 1849 . . 1854 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product= "XhoI-cDNA-Adaptor " 
/ number = 2 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

CTCGAGGCCA CGAAGGCCAC CGTTTTTGTT ATAACGAACG ACACCGTTTC AAACAACTTC 60 

CTTATTAGCT AGCTCCCTCC CGGCGGCAAA CACCAGAAGA TCCACCGCTT TTGATCTGGT 120 

TGTTTGTCGT CGAT ATG GCG AGG ATC TCG TGT GAC TTG AGA TTT CTT CTC 170 
Met Ala Arg He Ser Cys Asp Leu Arg Phe Leu Leu 
15 10 

ATC CCG GCA GCT TTC ATG TTC ATC TAC ATC CAG ATG AGG CTT TTC CAG 218 
He Pro Ala Ala Phe Met Phe He Tyr He Gin Met Arg Leu Phe Gin 
15 20 25 

ACG CAA TCA CAG TAT GCA GAT CGC CTC AGT TCC GCT ATC GAA TCT GAG 2 66 

Thr Gin Ser Gin Tyr Ala Asp Arg Leu Ser Ser Ala He Glu Ser Glu 
30 35 40 

AAC CAT TGC ACT AGT CAA ATG CGA GGC CTC ATA GAT GAA GTT AGC ATC 314 
Asn His Cys Thr Ser Gin Met Arg Gly Leu He Asp Glu Val Ser He 
45 50 55 60 

AAA CAG TCG CGG ATT GTT GCC CTC GAA GAT ATG AAG AAC CGC CAG GAC 362 
Lys Gin Ser Arg He Val Ala Leu Glu Asp Met Lys Asn Arg Gin Asp 
65 70 75 

GAA GAA CTT GTG CAG CTT AAG GAT CTA ATC CAG ACG TTT GAA AAA AAA 410 
Glu Glu Leu Val Gin Leu Lys Asp Leu He Gin Thr Phe Glu Lys Lys 
80 85 90 

GGA ATA GCA AAA CTC ACT CAA GGT GGA CAG ATG CCT GTG GCT GCT GTA 458 
Gly He Ala Lys Leu Thr Gin Gly Gly Gin Met Pro Val Ala Ala Val 
95 100 105 

GTG GTT ATG GCC TGC AGT CGT GCA GAC TAT CTT GAA AGG ACT GTT AAA 506 
Val Val Met Ala Cys Ser Arg Ala Asp Tyr Leu Glu Arg Thr Val Lys 
110 H5 120 

TCA GTT TTA ACA TAT CAA ACT CCC GTT GCT TCA AAA TAT CCT CTA TTT 554 
Ser Val Leu Thr Tyr Gin Thr Pro Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe 
125 130 135 140 

ATA TCT CAG GAT GGA TCT GAT CAA GCT GTC AAG AGC AAG TCA TTG AGC 602 
He Ser Gin Asp Gly Ser Asp Gin Ala Val Lys Ser Lys Ser Leu Ser 
145 150 155 
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698 



746 



890 



938 



TAT AAT CAA TTA ACA TAT ATG CAG CAC TTG GAT TTT GAA CCA GTG GTC 650 
Tvr Asn Gin Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Phe Glu Pro Val Val 
160 165 170 

ACT GAA AGG CCT GGT GAA CTG ACT GCG TAC TAC AAG ATT GCA CGT CAC 
Thr Glu Arg Pro Gly Glu Leu Thr Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His 
175 180 185 

TAC AAG TGG GCA CTG GAC CAG TTG TTT TAC AAA CAC AAA TTT AGT CGA 
Tyr Lys Trp Ala Leu Asp Gin Leu Phe Tyr Lys His Lys Phe Ser Arg 
190 195 200 

GTG ATT ATA CTA GAA GAC GAT ATG GAA ATT GCT CCA GAC TTC TTT GAT 794 
Val He He Leu Glu Asp Asp Met Glu He Ala Pro Asp Phe Phe Asp 
205 210 215 220 

TAC TTT GAG GCT GCA GCT AGT CTC ATG GAT AGG GAT AAA ACC ATT ATG 842 
Tvr Phe Glu Ala Ala Ala Ser Leu Met Asp Arg Asp Lys Thr He Met 
225 230 235 

GCT GCT TCA TCA TGG AAT GAT AAT GGA CAG AAG CAG TTT GTG CAT GAT 
Ala Ala Ser Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Lys Gin Phe Val His Asp 
240 245 250 

CCC TAT GCG CTA TAC CGA TCA GAT TTT TTT CCT GGC CTT GGG TGG ATG 
Pro Tyr Ala Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met 
255 260 265 

CTC AAG AGA TCG ACT TGG GAT GAG TTA TCA CCA AAG TGG CCA AAG GCT 986 
Leu Lys Arg Ser Thr Trp Asp Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala 
270 275 280 

TAC TGG GAT GAT TGG CTG AGA CTA AAG GAA AAC CAT AAA GGC CGC CAA 1034 
Tyr Trp Asp Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Lys Gly Arg Gin 
285 290 295 300 

TTC ATT GCA CCG GAA GTC TGT AGA ACA TAC AAT TTT GGT GAA CAT GGG 1082 
Phe He Ala Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly 
305 310 315 

TCT AGT TTG GGA CAG TTT TTC AGT CAG TAT CTG GAA CCT ATA AAG CTA 1130 
Ser Ser Leu Gly Gin Phe Phe Ser Gin Tyr Leu Glu Pro He Lys Leu 
320 325 330 

AAC GAT GTG ACG GTT GAC TGG AAA GCA AAG GAC CTG GGA TAC CTG ACA 1178 
Asn Asp Val Thr Val Asp Trp Lys Ala Lys Asp Leu Gly Tyr Leu Thr 
335 340 345 

GAG GGA AAC TAT ACC AAG TAC TTT TCT GGC TTA GTG AGA CAA GCA CGA 1226 
Glu Gly Asn Tyr Thr Lys Tyr Phe Ser Gly Leu Val Arg Gin Ala Arg 
350 355 360 

CCA ATT CAA GGT TCT GAC CTT GTC TTA AAG GCT CAA AAC ATA AAG GAT 1274 
Pro He Gin Gly Ser Asp Leu Val Leu Lys Ala Gin Asn He Lys Asp 
365 370 375 380 

GAT GAT CGT ATC CGG TAT AAA GAC CAA GTA GAG TTT GAA CGC ATT GCA 1322 
Asp Asp Arg He Arg Tyr Lys Asp Gin Val Glu Phe Glu Arg He Ala 
385 390 395 
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GGG GAA TTT GGT ATA TTT GAA GAA TGG AAG GAT GGT GTG CCA CGA ACA 1370 
Gly Glu Phe Gly lie Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Thr 
400 405 410 

GCA TAT AAA GGA GTA GTG GTG TTT CGA ATC CAG ACA ACA AGA CGT GTA 1418 
Ala Tyr Lys Gly Val Val Val Phe Arg He Gin Thr Thr Arg Arg Val 
415 420 425 

TTC CTG GTT GGG CCA GAT TCT GTA ATG CAG CTT GGA ATT CGA AAT TCC 1466 
Phe Leu Val Gly Pro Asp Ser Val Met Gin Leu Gly He Arg Asn Ser 
430 435 440 



TGA TGCAAAACAT ATGAAAGGAA AAGAAGATTT TGGACCGCAT GCAGCCTCCT 
445 

TCTAGCAGCT GTTAGGTTGT ATTGTTATTT ATGGATGAGT TTGTAGAGCG GTGGGGTTAA 
CTTTAACAGC AAGGAAGCTC TGGTGACCAG GCTGATTGGC TTAGAAGTTA TGGGAACCCC 
TTGAAAGGGT CAGGGTTAAA TATATTTCAG TTGTTTTATT AGTGATTATC TTGTGGGTAA 
CTTATACGAA TGCAAATCAT TCTATGCAGT TTTTCTTCGT CCCACTTGTT TTGGCTTCTC 
TATTGCTAGT GTACATATCT CTTCAAACAT GTACTAAATA ATGCGTGTTG CTTCAAAGAA 
GTAACTTTTA TTAAAAAAAA AAAAAAAAAC TCGAG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 445 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Met Ala Arg He Ser Cys Asp Leu Arg Phe Leu Leu He Pro Ala Ala 
! 5 10 15 

Phe Met Phe He Tyr He Gin Met Arg Leu Phe Gin Thr Gin Ser Gin 
20 25 30 

Tyr Ala Asp Arg Leu Ser Ser Ala He Glu Ser Glu Asn His Cys Thr 
35 40 45 

Ser Gin Met Arg Gly Leu He Asp Glu Val Ser He Lys Gin Ser Arg 
50 55 60 

He Val Ala Leu Glu Asp Met Lys Asn Arg Gin Asp Glu Glu Leu Val 
65 70 75 80 

Gin Leu Lys Asp Leu He Gin Thr Phe Glu Lys Lys Gly He Ala Lys 
85 90 95 

Leu Thr Gin Gly Gly Gin Met Pro Val Ala Ala Val Val Val Met Ala 
100 105 11° 



1519 

1579 
1639 
1699 
1759 
1819 
1854 
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Cys Ser Arg Ala 
115 

Tyr Gin Thr Pro 
130 

Gly Ser Asp Gin 
145 

Thr Tyr Met Gin 



Gly Glu Leu Thr 
180 

Leu Asp Gin Leu 
195 

Glu Asp Asp Met 
210 

Ala Ala Ser Leu 
225 

Trp Asn Asp Asn 



Tyr Arg Ser Asp 
260 

Thr Trp Asp Glu 
275 

Trp Leu Arg Leu 
290 

Glu Val Cys Arg 
305 

Gin Phe Phe Ser 



Val Asp Trp Lys 
340 

Thr Lys Tyr Phe 
355 

Ser Asp Leu Val 
370 

Arg Tyr Lys Asp 
385 

lie Phe Glu Glu 



Val Val Val Phe 
420 



Asp Tyr Leu Glu 
120 

Val Ala Ser Lys 
135 

Ala Val Lys Ser 
150 

His Leu Asp Phe 
165 

Ala Tyr Tyr Lys 



Phe Tyr Lys His 
200 

Glu He Ala Pro 
215 

Met Asp Arg Asp 
230 

Gly Gin Lys Gin 
245 

Phe Phe Pro Gly 



Leu Ser Pro Lys 
280 

Lys Glu Asn His 
295 

Thr Tyr Asn Phe 
310 

Gin Tyr Leu Glu 
325 

Ala Lys Asp Leu 



Ser Gly Leu Val 
360 

Leu Lys Ala Gin 
375 

Gin Val Glu Phe 
390 

Trp Lys Asp Gly 
405 

Arg He Gin Thr 



Arg Thr Val Lys 



Tyr Pro Leu Phe 
140 

Lys Ser Leu Ser 
155 

Glu Pro Val Val 
170 

He Ala Arg His 
185 

Lys Phe Ser Arg 



Asp Phe Phe Asp 
220 

Lys Thr He Met 
235 

Phe Val His Asp 
250 

Leu Gly Trp Met 
265 

Trp Pro Lys Ala 



Lys Gly Arg Gin 
300 

Gly Glu His Gly 
315 

Pro He Lys Leu 
330 

Gly Tyr Leu Thr 
345 

Arg Gin Ala Arg 



Asn He Lys Asp 
380 

Glu Arg He Ala 
395 

Val Pro Arg Thr 
410 

Thr Arg Arg Val 
425 



Ser Val Leu Thr 
125 

He Ser Gin Asp 



Tyr Asn Gin Leu 
160 

Thr Glu Arg Pro 
175 

Tyr Lys Trp Ala 
190 

Val He He Leu 
205 

Tyr Phe Glu Ala 



Ala Ala Ser Ser 
240 

Pro Tyr Ala Leu 
255 

Leu Lys Arg Ser 
270 

Tyr Trp Asp Asp 
285 

Phe He Ala Pro 



Ser Ser Leu Gly 
320 

Asn Asp Val Thr 
335 

Glu Gly Asn Tyr 
350 

Pro He Gin Gly 
365 

Asp Asp Arg He 



Gly Glu Phe Gly 
400 

Ala Tyr Lys Gly 
415 

Phe Leu Val Gly 
430 
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Pro Asp Ser Val Met Gin Leu Gly He Arg Asn Ser * 
435 440 445 



,) 



.) 



1/6 



Figur 1 



Mannosidase I 

I 



GlcNac-Transf erase I 




Mannosidase II 

I 



F X 

t 



Nac-Glucosaminidase 



/ — \ 



F X 

t 

Xyl-Transferase 



GlcNac-Transferase II 



Fuc-Transferase 



Figur 2 



Al GntI cDNA 



GAATTCGCGG CCGCCTGAGA AACCCTCGAA TTC AATTTCG CATTTGGCAG AG ATG 

1 



ju-A CCG AAC AAG TTT TGC TTT GAT TTA CGG TAC CTT CTC GTC GTG GCT 
i?g 2S E£ JJ| cys Phe Asp Leu Arg Tyr Leu Leu Val Val Ala 



CCT CTC GCC TTC ATC TAC ATA CAG ATG CGG CTT TTC GCG ACA CAG TCA 
52 Leu Sia He lie Tyr lie Gin Met Arg Leu Phe Ala Thr Gin Ser 
20 25 30 

GAA TAT GTA GAC CGC CTT GCT GCT GCA ATT GAA GCA GAA AAT CAT TGT 
Si ™r Val Asp Arg Leu Ala Ala Ala lie Glu Ala Glu Asn Hxs Cys 

35 40 4b 

ACA AGT CAG ACC AGA TTG CTT ATT GAC AAG ATT AGC CAG CAG CAA GGA 
Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu lie Asp Lys lie Ser Gin Gin Gin ciy 
50 55 60 

AGA GTA GTA GCT CTT GAA GAA CAA ATG AAG CAT CAG GAC CAG GAG TGC 
Arq Val Val Ala Leu Glu Glu Gin Met Lys His Gin Asp Gin Glu Cys 
70 T 75 80 

£ IT rz S £ £ - SS 2S S Si S E SS 52 £ 

£ S !K S5 Sp si? as SS S? Si SI S2 si ss ss 

100 i° 5 110 

GCT TGC AGT CGT ACT GAC TAC CTG GAG AGG ACT ATT AAA TCC ATC TTA 
Ala Cys Ser Arg Thr Asp Tyr Leu Glu Arg Thr lie Lys Ser lie u 
11S 120 125 



AAA TAC CAA ACA TCT GTT GCA TCA AAA TAT CCT CTT TTC ATA TCC CAG 
SI T?r Si Thr Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe lie ser Gin 
130 I 35 140 

GAT GGA TCA AAT CCT GAT GTA AGA AAG CTT GCT TTG AGC TAT GGT CAG 
Asp Gly ser Asn Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser Tyr Gly Gin 
150 155 

rrr ACG TAT ATG CAG CAC TTG GAT TAT GAA CCT GTG CAT ACT GAA AGA 
SS Thr Sr Me? Gin His Leu Asp Tyr Glu Pro Val His Thr Glu Arg 

165 170 
rr , rrr GAA CTG GTT GCA TAC TAC AAG ATT GCA CGT CAT TAC AAG TGG 
Iro Gly Glu LeS SIT Sa Tyr Tyr Lys lie Ala Arg His Tyr Lys Trp 

GCA TTG GAT CAG CTG TTT CAC AAG CAT AAT TTT AGC CGT GTT ATC ATA 
Ala Leu Asp Gin Leu Phe His Lys His Asn Phe Ser Arg Val lie 
195 200 * 205 

CTA GAA GAT GAT ATG GAA ATT GCT GCT GAT TTT TTT GAC TAT TTT GAG 
Leu Glu Asp Asp Met Glu He Ala Ala Asp Phe Phe Asp Tyr Phe Glu 
210 215 220 
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Figur 2 (Fortsetzung) 
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GCT GGA GCT ACT CTT CTT GAC AGA GAC AAG TCG ATT ATG GCT ATT TCT 77 5 

Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser lie Met Ala lie Ser 
230 235 240 

TCT TGG AAT GAC AAT GG A CAA AGG CAG TTC GTC CAA GAT CCT GAT GCT 823 
Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Arg Gin Phe Val Gin Asp Pro Asp Ala 
245 250 255 

CTT TAC CGC TCA GAC TTT TTT CCT GGT CTT GGA TGG ATG CTT TCA AAA 871 
Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met Leu Ser Lys 
260 265 270 

TCA ACT TGG TCC GAA CTA TCT CCA AAG TGG CCA AAG GCT TAC TGG GAT 919 
Ser Thr Trp Ser Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala Tyr Trp Asp 
275 280 285 

GAC TGG CTA AGG CTG AAA GAA AAT CAC AGA GGT CGA CAA TTT ATT CGC 9 67 

Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin Phe lie Arg 
290 295 300 305 

CCA GAA GTT TGC AGA ACG TAC AAT TTT GGT GAG CAT GGT TCT AGT TTG 1015 
Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly Ser Ser Leu 
310 315 320 

GGG CAG TTT TTT AAG CAG TAT CTT GAG CCA ATT AAG CTA AAT GAT GTC 1063 
Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro lie Lys Leu Asn Asp Val 
325 330 335 

CAG GTT GAT TGG AAG TCA ATG GAC CTA AGT TAC CTT TTG GAG GAC AAC 1111 
Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu Glu Asp Asn 
340 345 350 

TAT GTG AAA CAC TTT GGC GAC TTG GTT AAA AAG GCT AAG CCC ATC CAC 1159 
Tyr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys Pro lie His 
355 360 365 

GGA GCT GAT GCT GTT TTG AAA GCA TTT AAC ATA GAT GGT GAT GTG CGT 1207 
Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn lie Asp Gly Asp Val Arg 
370 375 380 385 

ATT CAG TAC AGA GAC CAA CTA GAC TTT GAA GAT ATC GCT CGA CAG TTT 12 55 

lie Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asp lie Ala Arg Gin Phe 
390 395 400 

GGC ATT TTT GAA GAA TGG AAG GAT GGT GTA CCA CGG GCA GCA TAT AAA 13 03 

Gly lie Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala Ala Tyr Lys 
405 410 415 

GGG ATA GTA GTT TTC CGG TTT CAA AC A TCT AGA CGT GTG TTC CTT GTT 13 51 

Gly lie Val Val Phe Arg Phe Gin Thr Ser Arg Arg Val Phe Leu Val 
420 425 430 

TCC CCT GAT TCT CTT CGA CAA CTT GGA GTT GAA GAT ACT TAG 1393 
Ser Pro Asp Ser Leu Arg Gin Leu Gly Val Glu Asp Thr End 
435 440 445 
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Figur 3A 
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Figur 3B 
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PCT/EP98/08001 



PATENT COOPERATION TREATY 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 



NOTIFICATION OF RECEIPT OF 



RECORD-COPY ~ — J 
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To: 



WIBBELMANN, Jobst 
Wuesthoff & Wuesthoff 
Schweigerstrasse 2 
D-81541 Muenchen 
ALLEMAGNE 



Date of mailing (day/month/year) 

05 March 1999 (05.03.99) 


IMPORTANT NOTIFICATION 


Applicant's or agent's file reference 
EP-81 607PCT \S 


International application No. 

PCT/EP98/08001 



The applicant is hereby notified that the International Bureau has received the record copy of the international application as 
detailed below. 

Name(s) of the appiicant(s) and State(s) for which they are applicants: 

VON SCHAEWEN, Antje (all designated States)^ 

international filing date 09 December 1998 (09.12.98) 

Priority date(s) claimed : 09 December 1 997 (09. 1 2.97) IS 

Date of receipt of the record copy 
by the International Bureau : 

List of designated Offices '■ 



19 February 1999(19.02.99) 



EP lAT^EXH^C^DE^K^ES^I^R^B^GRJEJT^LU^MC^L^T^E 
National :AU,CA,JP,US ^ 



ATTENTION 

The applicant should carefully check the data appearing in this Notification. In case of any discrepancy between these data 
and the indications in the international application, the applicant should immediately inform the International Bureau. 

In addition, the applicant's attention is drawn to the information contained in the Annex, relating to: 



time limits for entry into the national phase 
| X [ confirmation of precautionary designations 
| | requirements regarding priority documents 



A copy of this Notification is being sent to the receiving Office and to the internationalSearching Authority. 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No. (41-22)740.14.35 



Authorized officer: 

N. Fischer 

Telephone No. (41-22)338.83.38 J 




Form PCT/IB/301 (July 1998) 



002511895 



ANNEX TO FORM PCT/IB/301 



International application No. 

PCT/EP98/08001 



INFORMATION ON TIME LIMITS FOR ENTERING THE NATIONAL PHASE 

elected) Offices have fixed time limits which expire even ito«™°X! 0 ^?Z? Pr '° r ' ty ^ S ° m<S desi 9 nated <° r 
extension of time or grace period, in some cases u^^J! S ZSSZ^^ZZT* ^ ^ 

certa'^S - -ments app.icao.e in 

timelv fashion. Most desi g nated Offices do no^sue reminders^SI .^n^^^r^n^ ' 

preHminary examinations^ «*« 3 *»- tiona, 

the fifing date of the international application. (See second paragraph above.) SePt6mber 1997 ' "g.rd.ess of 

the So^^ C — State which is pound oy Chapter „ has 



CONFIRMATION OF PRECAUTIONARY DESIGNATIONS 

ammmm 

REQUIREMENTS REGARDING PRIORITY DOCUMENTS 

For applicants who have not yet complied with the requirements regarding priority documents, the following is recalled 

mmmmlimmm 



circumstances. 



Form PCT/IB/301 (Annex) (July 1998) 



002511895 



PCT 



ANTRAG 



Der Unterzeichnete beantragt, daB die vorliegende 
Internationale Anmeldung nach dem Vertrag uber die 
internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 



1 Vom Anmeldear"* 



Internationales AKtenzeicncn 



PCT/EP 9 8 / 08 0 0 



(j)9. 12. 1998) n 9 DEC 1998 



Internationales Anmeldedatum 



EUROPEAN PATE-JT OFFICE 

PCT INTERNATIONAL APPLICATION 

Name des Anmeideamts und "PCT International Application" 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gewunscht) 
(max. 12 Zeichen) Ep-gl 607/ffiCT 



FeidNr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG P f lanz liche Gntl-Sequenzen und Verwendunq 
derselben zur Gewinnung von Pflanzen mit verminderter oder fehlender 
I N-Acetylglucosaminyltransferase I (GnTI) -Aktivitat _ 



Feld Nr. II ANMELDER 



Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben Der in diesem Feld in der 
Anschrift angegebene Stoat ist der Stoat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kein 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 



von SCHAEWEN, Antje 
Natruper StraBe 169a 
49076 Os nabr uck 
[Bett-tr schldil gJ fit) 



| x | Diese Person ist 
I 1 gleichzeitig Erfinder 



Telefonnr.: 



Telefaxnr.: 



Femschreibnr.: 



Staatsangehorigkeit (Staat): 
DE 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 



Diese Person ist Anmelder 
fiirfolgendeS taaten : 



j~^"j alleBestim- 



| mungsstaaten 



□ alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
der Vereinigten Staaten von Amerika 



□ nur die Vereinigten 
Staaten von Amerika 



□ die im Zusatzfeld 
angegebenen Staaten 



Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 



Name und Anschrift: (Familienname. Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung 
Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben Der 
Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des Anmelders, sofern nachstehend kern 
Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 



Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

nnur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



fur folgende Staaten: 



□ 



mungsstaaten 



□ alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme 
der Vereinigten Staaten von Amerika 



□ nur die Vereinigten 
Staaten von Amerika 



| | die im Zusatzfeld 



angegebenen Staaten 



| | Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 



Die folgende Person wird hiermit bcstellt/ist bestellt worden. urn fur den (die) Anmelder rjri Anwalt I I gemeinsamer 
vor den zustandigen internationalen Behorden in folgender Eigenschaft zu handeln als: C — I I 1 



Vertreter 



Name und Anschrift: (Familienname. Vorname: M jwstiscten Persw^ 

Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats 
anzugeben.) 

WIBBELMANN, Jobst 

WUESTHOFF & WUESTHOFF 

Schweiger straBe 2 

81541 Munchen 

De{ ut3chlan dj 



Telefonnr.: 

089/ 62 18 00-0 



Telefaxnr.: 



089/ 62 i« nn-is 



Femschreibnr.: 



I 1 Zustellanschrift: Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im 

I | obigen Feld eine spezielle Zustellanschrift angegeben ist. ^ 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt I) (Juli 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



I W I / L-l ^ U / <J U 



Feld Nr. V BESTIMMUNG VON STAATEN 



Die folgendcn Besiiminungcn nach Regel 4.9 Absatz a werden hiermit vorgenommen (bine die entsprechenden Kastchen ankreuzen; wenigstens ein Kastchen 
mufi angekrettz.t werden): 

Regionales Patent 

□ AP ARIPO-Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenia. LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SZ Swasiland, 

UG Uganda. ZW Simbabwe und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des Harare-Protokolls und des PCT ist 

□ EA Eurasisches Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidschan, BY Belarus, KG Kirgisistan, KZ Kasachstan. MD Republik 

Moldau. RU Russische Federation, TJ Tadschikistan, TM Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des 
Eurasischcn Patentubereinkommens und des PCT ist 
g| EP Europaisches Patent: AT Osterreich, BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein, CY Zypern, 
DE Deutschland. DK Diinemark. ES Spanien, FI Finnland, FR Frankreich. GB Vereinigtes Konigreich. GRGriechenland, 
IE Irland. IT Italien. LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederlande. PT Portugal, SE Schweden und jeder weitere Staat, 
der Vertragsstaat des Europaischen Patentubereinkommens und des PCT ist 

□ OA OAPI-Patent: BF BurkinaFaso, BJ Benin, CFZentralafrikantsche Republik, CG Kongo, CI Cote d' Ivoire, CM Kamerun, 

GA Gabun. GN Guinea, ML Mali. MR Mauretanien, NE Niger, SN Senegal, TD Tschad, TG Togo und jeder weitere 
Staat. der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls eine andere Schutzrechtsart oderein sonstiges Verfahren gewiinscht wird. bitte 
attfder gepunkteten Lime angeben) 

Nationaies Patent (falls eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges Verfahren gewiinscht wird. bitte auf der gepunkteten Linie angeben): 



□ 


AL 


□ 


AM 


□ 


AT 


IS 


AU 


□ 


AZ 


□ 


BA 


□ 


BB 


□ 


BG 


□ 


BR 


□ 


BY 




CA 


□ 


CHi 


□ 


CN 


□ 


cu 


□ 


cz 


n 
i — i 




□ 


DK 


□ 


EE 


□ 


ES 


□ 


FI 


□ 


GB 


□ 


GE 


□ 


GH 


□ 


GM 


□ 


GW 


□ 


HR 


□ 


HU 


□ 


ID 


□ 


IL 


□ 


IS 


IS 


JP 


□ 


KE 


□ 


KG 


□ 


KP 


□ 


KR 


□ 


KZ 


□ 


LC 


□ 


LK 


□ 


LR 



□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 
□ 
□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

Demokratische Volksrepublik Korea □ 



Albanien 

Armenien 

Osterreich 

Australien 

Aserbaidschan 

Bosnien-Herzegowina 

Barbados 

Bulgarien 

Brasilien 

Belarus 

Kanada 

ind LI Schweiz und Liechtenstein 

China 

Kuba 

Tschechische Republik 

Deutschland 

Danemark 

Estland 

Spanien 

Finnland 

Vereinigtes Konigreich 

Georgien 

Ghana 

Gambia 



Kroatien 
Ungarn . . . 
Indonesien 
Israel .... 
Island 
Japan . . . . 
Kenia 
Kiraisistan 



LS Lesotho 

LT Litauen 

LU Luxemburg 

LV Lettland 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische Fbderation 

SD Sudan 

SE Schweden 

SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereinigte Staaten von Amerika .... 



UZ 
VN 
YU 
ZW 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawien 
Simbabwe 



Republik Korea 
Kasachstan . . . 
Saint Lucia 
Sri Lanka 
Liberia 



Kastchen fur die Bestimmung von Staaten (fur die Zwecke eines 
nationalen Patents), die dem PCT nach der Veroffentlichung 
dieses Formblatts beigetreten sind: 

□ 

□ 



Erkliirung bzgl. vorsorglicher Bestimmungen: Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach 
Regel 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der im Zusatzfeld genannten 
Bestimmungen. die von dieser Erklarung ausgenommen sind. Der Anmelder erklart, dafi diese zusatzlichen Bestimmungen unter 
dem Vorbehait einer Bestatigung stehen und jede zusatzliche Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Prioritatsdatum 
nicht bestatigt wurde, nach" Ablauf dieser Frist als vom Anmelder zuruckgenommen gilt. (Die Bestatigung einer Bestimmung 
erfolgt durch die Einreichung einer Mitteilung, in der diese Bestimmung angegeben wird, und die Zahlung der Bestimmungs- und 
der Bestatigungsgebiihr. Die Bestatigung mufi beim Anmeldeamt innerhalb der Frist von 15 Monaten eingehen.) 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 2) (Juli 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



rvi/tr 30/ UOUU 1. 



Blatt Nr. 3 



Feld Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 



Weitere Prioritatsanspruche sind im Zusatzfeld angegeben. 



Anmeldedatum 
der fruheren Anmeldung 
(Tag/Monat/Jahr) 



Zeile ( 1 ) 

(09.12.97) 

9. Dezember 1997 



Zeile (2) 



Aktenzeichen 
der fruheren Anmeldung 



197 54 622. Ci 



Zeile (3) 



1st die friihere Anmeldung eine: 



nationale Anmeldung: 
Staat 



regionale Anmeldung:* 
regionales Amt 



(DE) 
Deutschlanfl 



intemationale Anmeldung:| 
Anmeldeamt 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der internationalen Recherchenbehorde (ISA) 

(falls zwei oder mehr als zwei Internationale Recherchen- 
behdrden fiir die Ausfiihrung der internationalen Recherche 
zustandig sind, geben Sie die von Ihnen gewdhlte Behorde an; 
der Zweibuchstaben-Code kann benutzt werden): 



ISA/ 



EPA 



Antrae auf Nutzung der Ergebnisse einer fruheren Recherche; Bezugnahme auf diese 
friihere Recherche (falls eine friihere Recherche bei der internationalen Recherchenbehorde 
beantragt oder von ihr durchgefuhrt worden ist): 

Datum (Tag/Monat/Jahr) Aktenzeichen Staat (oder regionales Amt) 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE; EINREICHUNGSSPRACHE 



Diese Internationale Anmeldung enthalt 
I die folgende Anzahl von Blattern: 

[ Antrag 3 

Beschreibung (ohne 
| Sequenzprotokollteil) 

| Anspriiche 

Zusammenfassung 

| Zeichnungen 

Sequenzprotokollteil 
der Beschreibung 



41 
5 

1 

6 
17 



Blattzahl insgesamt 



73 



Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1. (g Blatt fur die Gebiihrenberechnung 

2. □ Gesonderte unterzeichnete Vollmacht folgt 

3. □ Kopie der allgemeinen Vollmacht; Aktenzeichen (falls vorhanden): 

4. □ Begriindung fiir das Fehlen einer Unterschrift 

5. □ Prioritatsbeleg(e), in Feld Nr. VI durch 

folgende Zeilennummer gekennzeichnet: lOlgt 

6. □ Ubersetzung der internationalen Anmeldung in die folgende Sprache: 

7. Q Gesonderte Angaben zu hinteriegten Mikroorganismen oder anderem biologischen Material 

8. |S Protokoll der Nucleotid- und/oder Aminosauresequenzen in computerlesbarer Form 

9. □ Sonstige (einzeln auffuhren): _ 



Abbildung der Zeichnungen, die 

mit der Zusammenfassung 
veroffentlicht werden soil (Nr.): 



Sprache, in der die 
intemationale Anmeldung 
eingereicht wird: 



Deutsch 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT PES ANMELDERS ODER PES ANWALTS 



held INT. IA UFN l£-K3^nmr x . - — — 7 — - . , „• 

Der Name jeder ununeichnenden Person is.neben der Umerschrifijuwiedernolen, und es is, anzugeben, sofem «ch d t es men, emdeung 
I aus dem Antrag ergibt, in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet. 

Miinchen, den 9. Dezember 1998 




//Dr. Jobst Wibbelmann 
European Patent Attorney 



1. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
internationalen Anmeldung: 



Vom Anmeldeamt auszufiillen . 

0 9 DEC 1998 



3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandigung dieser internationalen Anmeldung: 



(-9.12.98^ 



4. Datum des fristgerechten Eingangs der angeforderten 
Richtigstellungen nach Artikel 11(2) PCT: 



Zeichnungen 
einge- 
gangen: 



□ nicht ein- 
gegangen: 




Formblatt PCT/RO/I01 (letztes Blatt) (Juli 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformutar 



PCT/EP98/08001 



PATENT COOPERATION TREATY 



' VV U EST H OFF 8, VV UEEIHOFF 
! ?Af£NI-UM0 RECHrSANWALTE 

i 

; PCT18.MRZ1999 

Q 

NOTIFICATION CONCERN!! 
SUBMISSION OR TRANSMITT/ 
OF PRIORITY DOCUMENT 

(PCT Administrative Instructions, Section 41 1) 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



o 



=o 



Date of mailing (day/month/year) 

05 March 1999 (05.03.99) 



To: 



<x>< 

u 



WIBBELMANN, Jobst 
Wuesthoff & Wuesthoff 
Schweigerstrasse 2 
D-81541 Muenchen 
ALLEMAGNE 



Applicant's or agent's file reference 
EP-81 607PCT UN- 



IMPORTANT NOTIFICATION 



International application No. 
PCT/EP98/08001 ^ 



International filing date (day/month/year) 

09 December 1998 (09.12.98) 



International publication date (day/month/year) 
Not yet published 



Priority date (day/month/year) 

09 December 1997 (09.12.97) 



Applicant 

VON SCHAEWEN, Antje 



2. 



3. 



The applicant is hereby notified of the date of receipt (except where the letters "NR M appear in the right-hand column) by the 
International Bureau of the priority document(s) relating to the earlier application(s) indicated below. Unless otherwise 
indicated by an asterisk appearing next to a date of receipt or by the letters "NR", in the right-hand column, the priority 
document concerned was submitted or transmitted to the International Bureau in compliance with Rule 17.1(a) or (b). 

This updates and replaces any previously issued notification concerning submission or transmittal of priority documents. 

An asterisk*) appearing next to a date of receipt, in the right-hand column, denotes a priority document submitted 
or transmitted to the International Bureau but not in compliance with Rule 1 7.1 (a) or (b). In such a case, the attention 
of the applicant is directed to Rule 17.1(c) which provides that no designated Office may disregard the priority claim 
concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document 
within a time limit which is reasonable under the circumstances. 

The letters "NR" appearing in the right-hand column denote a priority document which was not received by the International 
Bureau or which the applicant did not request the receiving Office to prepare and transmit to the International Bureau, 
as provided by Rule 17.1(a) or (b), respectively. In such a case, the attention of the applicant is directed to Rule 17.1(c) which 
provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an opportunity, 
upon entry into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the 
circumstances. 



Priority date Priority application No. 

09 Dece 1997 (09.12.97) V 197 54 622.6 1/ 



Country or regional Office 
or PCT receiving Office 

DE V 



Date of receipt 
of priority document 

19 Febr 1999 (19.02.99) 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No. (41-22) 740.14.35 



Authorized officer 

N. Fischer 

Telephone No. (41-22) 338.83.38 




Form PCT/IB/304 (July 1998) 



002511896 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 

WUESTHOFF & WUESTHOFF 
z.H. Jobst Wibbelmann 
Schweigerstrasse 2 
D-81541 Munchen 
GERMANY 



VV u E " 7 hi 0 r r 3- VV U c.37h 
PA TEN f -UNO Rt'CHTSANWAu 




J4 



PCT 



u 



MITTEILUNG UBER DIE UBERMITTLUNG DES 
INTERNATIONAL^ RECHERCHENBERICHTS 
ODER DER ERKLARUNG 

(Regel 44.1 PCT) 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



07/05/1999 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts ' 

EP-81 607PCT 


WEITERES VORGEHEN siehe Punkte 1 und 4 unten 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/08001 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Mona t/Jahr) 09/ 1 2/ 1 99 8 


Anmelder 

VON SCHAEWEN, Antje 



1- [^] Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB der intemationale Recherchenbericht erstellt wurde und ihm hiermit ubermittelt wird. 
Einreichung von Anderungen und elner Erklarung nach Artlkel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der intemationalen Anmeldung andern (siehe Regel 46): 

Bis wann slnd Anderungen elnzurelchen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betragt ublicherweise zwei Monate ab der Ubermittlung des 
intemationalen Recherchenberichts; weitere Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind Anderungen elnzurelchen? 

Unmittelbar beim Intemationalen Buro der WIPO, 34, CHEM1N des Colombettes, CH-121 1 Genf 20 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 



3 -D 



N ah ere Hlnwelse sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB kein internationaler Recherchenbericht erstellt wird und daB ihm hiermit die Erklarung nach 
Artikel 17(2)a) ubermittelt wird. 

Hinslchtllch des Wlderspruchs gegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebuhr (zusatzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
dem Anmelder mitgeteilt, daB 

der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Ubermittlung des Wortlauts sowohl des 
Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem Intemationalen Buro ubermittelt worden 
sind. 



□ 
□ 



noch keine Entscheidung uberden Widerspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 



Welteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seit dem Prioritatsdatum wird die intemationale Anmeldung vom Intemationalen Buro veroffentr 
licht. WMder Anmelder die Veroffentlichung verhindern oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben, so muB gemaB Regel 90 .1 
bzw. 90**3 vor AbschluB der technischen Vorbereitungen fur die intemationale Veroffentlichung eine Erklarung uber die Zurucknah- 
me der intemationalen Anmeldung oder des Prioritatsanspruchs beim Intemationalen Buro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf intemationale vorlaufige Prufung einzureichen, wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtern sogar noch langer) 
verschieben mdchte. 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem Prioritatsdatum muB der Anmelder die fur den Eintritt in die nationale Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestimmungsamtern vornehmen, die nicht innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung oder einer nach tragi ichen Auswahlerklarung ausgewahlt wurden oder nicht ausgewahlt werden konnten, da fur sie 
Kapitel II des Vertrages nicht verbindlich ist. 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehdrde 

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Sandra De Jong-van Dam 



Formblatt PCT/ISA/220 (Juli 1998) 



(Siehe Anmerkungen auf Beiblatt) 



ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/1SA/220 



Diese AnmerKungen sollen grundlegende Hinweiae zur Einreichung von Anderungen 9™** 

liegen die Erfordernisae dea Vertraga Qber die international Zusammenarbe.t auf dem Gebiet des Patentweaens (PCT), der AuaWhrunga 
ordnuna und der Verwattungsrichtlinien zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwiachen diesen Anmerkungen und 
otengen^ maBgebend. Nahere Einzelheiten aind dem PCLLeitfaden fur Anmelder, e.ner Veroffenti.chung der 

O^im^m&nQ™ verwendeten Begriffe -ArtikeT, -Regef und 'Abschnitt' beziehen aioh jeweil. auf die Bestimmungen des 
PCT-Vertrags, der PCT-Auafuhrungsordnung bzw. der PCT-VerwaJtungsnchtlmien. 

HINWEISE ZU ANDERUNGEN GEMASS ARTIKEL 19 

Nach Erhalt dea intemationalen Recherchenberichta hat der Anmelder die Moglichkeit einmal die AnsprOoha der i"*^^ 0 " 81 ®" 
^melduna zu an^m Ea »t jedoch zu betonen, daB, da aJle TeHe cter internatwnalen Anm 

Snun^en"^ vorlaufigen PrOfungaverfahrena geandert werden konnen, normaJerwerae ke.ne > N<*wendgke,t 

beLteht Anderunaen der AnsprOche nach Artikel 1 9 einzureichen, auBer wenn der Anmelder z.B. zum Zwecke emea voriAufigen 
K£« .S^erf^^ Anspruche wflnacht oder ein anderer Grund fQr eine Anderung der Ar^prOche vor .hrer ,ntemat,ona- 

len Veroffentlichung vorliegt. Werterhin ist zu beachten, daB ein vorlauftger Schutz nur tn eimgen Staaten erhaJUioh ist 

Wei che Telle der intemationalen Anmeldung konnen geandert werden? 

Im Rahmen von Artikel 19 konnen nur die AnaprQche geandert werden. 

In der intemationalen Phase konnen die Ansprilche auch nach Artikel 34 vor der mit der internationalen vorlaufigen PrOf ung beauf- 
tragten Behorde geandert (oder nochmals geandert) werden. Die Beachreibung und die Ze.chnungen kfinnen nur nach Art.kel 34 
vor der mit der intemationaien vorlaufigen Prflfung beauftragten Behorde geandert werden. 

Beim Eintritt in die nationale Phase konnen alle Teile der internationalen Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalla Artikel 
41 geandert werden. 

Bis winn airtd Anderung en einzureichen? 

Innerhaib von zwei Monaten ab der Obermittlung des internationalen Recherchenberichta oder innerhalb von sechzehn Monaten ab 
a^rTpnorit^ welche Frist spAter abl&uft. Die An de run gen getten jedoch als rechtzeit.g eingeretcht, wenn s.e 

oem SemSionalen BQro nach Ablaut der maBgebenden Frist, aber noch vor AbschluB der techn.schen Vorberertungen fQr die 
intemationaie Veroffentlichung (Regel 46.1) zugehen. 

Wo slnd die Anderungen nlcht einzureichen? 

Die Anderungen konnen nur beim Intemationalen BQro, nicht aber beim Anmeldeamt oder der Intemationalen Recherchenbehorde 
eingereicht werden (Regel 46.2). 

Falls ein Antrag auf intemationaie voriaufige PrOfung eingereicht wurde/wird, siehe unten. 

In weicher Form konnen Anderungen erfolgen? 

Eine Anderung kann erfolgen durch Streichung eines oder mehrerer ganzer Anspruche, durch HinzufOgung eines oder mehrerer 
neuer AnsprQche oder durch Anderung des Wortlauts eines oder mehrerer AnsprOche in der emgeretchten Fassung. 

FQrjedes Anspruohsblatt, das aich aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem uraprunglich eingereichten Blatt 
urrterscheidet, ist ein Ersatzbtatt einzureichen. 

Alle AnsprOohe, de auf einem Ersatzblatt erscheinen, aind mit arabischen Ziffem zu numerieren. Wird ein ^«pnjch t**™*™' 9 * 
bralc^nTdie anderen AnsprQche nicht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Neunumenerung smd eke AnsprQche fortlaufend zu 
numerieren (Verwaltungsriohtlinien, Abachnitt 205 b)). 

Die Anderungen slnd In der Sprache abzufassen, In der dlelntematlonale Anmeldung verofferrtllcht wird. 

Welche Unterlagen slnd den Anderungen beurirfOgen? 
Beglettechrelben (Abachnitt 205 b)): 

Die Anderungen sind mit einem Begieitschreiben einzureichen. 

Das Begleitachreiben wird nicht zusammen mit der intemationalen Anmeldung und den geanderten AnsprOchen veroffentlicht. Es 
ist nicht zu verwechseln mit der •ErWarung nach Artikel 19(1)* (siehe unten, "Erklarung nach Artikel 19 (1)*). 

Das Begieitschreiben Ist nach Wahl des Anmelder* In engllscher oder franroaischer Sprache abzuf aasen Bel ^ % ^JS^ 
Anmeldungen 1st das Begieitschreiben aber ebenfalls In engllscher, bel franrfslschaprachlgen Inter- 
nationalen Anmeldungen in franzdslscher Sprache abzufassen. 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 1 ) (Januar 1994) 



BNSDOCID <XS1SA220NODEP4> 



ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (Fortsetzung) 



lm Begleitachreiben sind die Unterschiede zwischen den Ansprflchen in dor oingereichten Fassung und den geanderten Ansprflchen 
anzugeben. So ist insbesondere zu jedem Anspruch in der intemationalen Anmeldung anzugeben (gteichtautende Angaben zu 
verschiedenen Ansprflchen konnen zusammengefaBt warden), ob 

i) der Anapruch unverandert tst; 

ii) der Anspruch geatrichen worden ist; 
tit) der Anspruch neu ist; 

iv) der Anspruch einen oder mehrere AnsprGche in der eingereichten Fassung ersetzt; 

v) der Anapruch auf die Teilung eines Anapruch a in der eingereichten Fassung zurQokzufOhren ist 



lm folgenden sind Beispiele angegeben, wle Anderungen lm Begleitschreiben zu eriautem slnd: 

1. (Wenn anstetle von ursprflnglich 48 Ansprflchen nach der Anderung einiger Ansprflche 51 Ansprflche exiatioren]: 

*Die Ansprflche 1 bis 29, 31 , 32, 34, 35, 37 bis 48 werden durch geanderte Ansprflche gleicher Numerierung ersetzt; Ansprflche 
30, 33 und 36 unverandert; neue AnaprOche 49 bis 51 hinzugefOgt." 

2. [Wenn anstetle von ursprflnglich 1 5 Ansprflchen nach der Anderung alter Ansprflche 1 1 Ansprflche existieren): 
"Geanderte Ansprflche 1 bis 1 1 treten an die Stetle der AnaprOche 1 bis 1 5." 

3. [Wenn ursprflnglich 1 4 Ansprflche existierten und die Anderungen darin bestehen, daft einige Ansprflche geatrichen werden und 
neue Ansprflche hinzugefOgt werden]: 

Ansprflche 1 bis 6 und 14 unverandert; Ansprflche 7 bis 13 geatrichen; neue Ansprflche 15, 16 und 1 7 hinzugefflgt."Oder" An- 
sprflche 7 bis 13 geatrichen; neue Ansprflche 15, 16 und 17 hinzugefOgt; atle Obrigen Ansprflche unverandert." 

4. [Wenn verschtedene Arten von Anderungen durchgefOhrt werden]: 

"Ansprflche 1-10 unverandert; Ansprflche 11 bis 13, 18 und 19 geatrichen; Ansprflche 1 4, 15 und 16 durch geanderten An- 
spruch 14 ersetzt; Anapruch 17 in geanderte Ansprflche 15, 16 und 17 unterteilt; neue AnaprOche 20 und 21 hinzugefOgt." 

"ErkWrung nach Artikel 19(1)** (Reg* 46.4) 

Den Anderungen kann erne Erklarung beigefflgt werden, mit der die Anderungen erfautert und ihre Auswirkungen auf die 
Beschreibung und die Zeichnungen dargelegt werden (die nicht nach Artikel 19 (1) geandert werden kOnnen). 

Die Erklarung wird zusammen mit der intemationalen Anmeldung und den geanderten Ansprflchen verOfferttlicht. 
Sle Ist In der Sprache abzufassen, In der die Intemationalen Anmeldung veroffentllcht wlrd. 

Sie mufl kurz gehaJten sein und darf , wenn in englisoher Sprache abgefaflt oder ins Englische Qbersetzt, nicht mehr aJs 500 
Wort or umfassen 

Die Erklarung ist nicht zu verwechseln mit dem Begleitschreiben! das auf die Unterschiede zwischen den Ansprflchen in der 
eingereichten Fassung und den geanderten Ansprflchen hinwetst, und ersetzt letzteres nicht. Sie ist auf einem geaonderten Btatt 
einzureichen und in der Clberschrift als solche zu kennzeichnen, vorzugswetse mit den Worten "Erklarung nach Artikel 19 (1)". 

Die Erklarung darf keine herabeetzenden Aufterungen dber den intemationalen Recherchenbericht oder die Bedeutung von in dem 
Bericht angefflhrten Verdffenttichungen enthaJten. Sie darf auf im intemationalen Recherchenbericht angefflhrte Ver&ffentlichun- 
gen, die sich auf einen bestimmten Anspruch beziehen, nur im Zusammenhang mit einer Anderung dieses Anspruchs Bezug 
n eh men. 



Auswirkungen einea bereita gestellten Ant rags auf Internationale vorlauflge Prflfung 

1st zum Ze'ttpunkt der Einreiohung von Anderungen nach Artikel 19 bereita ein Antrag auf intemattonale vorlaufige Prflfung 
gestellt worden, so sollte der Anmelder in seinem Interesse gleichzeit'ig mit der Einreiohung der Anderungen beim Intern at ion alen 
BOro auch eine Kopie der Anderungen bei der mit der intemationalen vortaufigen Prflfung beauftragen Behdrde einreichen (siehe 
Regel 62.2 a), e rater Satz). 



Auswirkungen von Anderungen hlnslchtlich der Oberaetzung derinternatlonalen Anmeldung beim Elntrttt In die 
natlonale Phase 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB bei Eintritt in c5e nationals Phase mogltcherweise anstatt oder zusatzlich zu der Ober- 
aetzung der AnsprQche in der eingereichten Fassung eine Oberaetzung der nach Artikel 19 geanderten Ansprflche an die 
besttmmtert/ausgewahtten Amter zu Obermitteln ist. 

N&here Einzelheiten Qber die Erfordemisse jedes bestimmten/ausgewaJiKen Amts sind Band II des PCT-Leitfadena fflr Anmelder 
zu entnehmen. 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 2) (Januar 1994) 



BNSDOCID: <XSISA220NODEP4> 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwaits 

EP-81 607PCT 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/08001 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

09/12/1998 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

09/12/1997 


Anmelder 

VON SCHAEWEN, Antje 



Dieser international Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchen be horde ersteilt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaGt insgesamt _3 Blatter. 

PC] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Amlnosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokotls durchgefuhrt worden, das 

in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 
bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daG die in computerlesbarer Form erfaRten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 



2. 
3. 



do 

□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



Bestlmmte Ansprtiche haben sich als nlcht recherchlerbar erwiesen (siehe Feld I). 
Mangelnde Einheltlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



Hinsichtlich der Bezelchnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

ryi wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
* I I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen Q keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzelchen 

PCT/EP 98/08001 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENST ANDES 

IPK 6 C12N15/82 C12N9/10 C07K16/40 C12N1/00 A01H5/00 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen K lass ifikat ton und der IPK 



8. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestpriifstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C12N C07K A01H 



Recherchierte aber nicht zum Mindestpriifstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unterdie recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Oatenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 92 09694 A (HSC RES DEV LP) 

11. Juni 1992 

siehe das ganze Dokument 

GOMEZ L AND CHRISPEELS M 0: 
"Complementation of an Arabidopsis 
thai i ana mutant that lacks complex 
asparagine-1 inked glycans with the human 
cDNA encoding 

N-acetyl gl ucos ami nyl transferase I " 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF THE USA, 

Bd. 91, Januar 1994, Seiten 1829-1833, 

XP002100921 

siehe das ganze Dokument 

-/-- 



6,8-15, 
22-28 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



0 Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus etnem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefiihrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mijndliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaQnahmen bezteht 
"P" Veroffentlichung. die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erf in dense her Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erftnderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fiir einen Facnmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

22. April 1999 


Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 

07/05/1999 


Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: {+31 -70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Oderwald, H 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffentiichungen, die zur selben Patentfamilie gehdren 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/08001 



lm Recherchenbericht 
angefuhrtes Paten tdokument 



Datum der 
Verdffentlichung 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
Veroffentlichung 



WO 9209694 



11-06-1992 



AU 



8941191 A 



25-06-1992 



Formblatt PCT/1SA/210 (Anhang Pat6ntfamilie)(Juli 1992) 



PATENT COOPERATION TREATY 



WO 99/29879 
PCT/EP98/08001 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE 
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL 
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 

tPCT Rulp 4.7 1lcl f1.fst : serTtefiee) £ W i*ST 

1 P A f i H ; - U N 0 R E C H I S .pi W A 


To: 

w 
w 

Sc 
D- 
AL 

IE 


BBELMANN, Jobst 
uesthoff & Wuesthoff 
hweigerstrasse 2 
81541 Munchen 
.LEMAGNE 


Date of mailing (day/month/year) j <jc JjjJlM&fl Q 
17 June 1999 (17.06.99) ; * ' 






Applicant's or agent's file reference T ) 1 
EP-81 607PCT 


/ IMPORTANT NOTICE 


International application No. International filing date {day/month/yea r) Priority date (day/month/year) ^ 

PCT/EP98/08001 ^ 09 December 1998 (09.12.98) 09 December 1997 (09.12.97) 


Applicant , 
VON SCHAEWEN, Antje 



1. Notice is hereby given that the International Bureau has communicated, as provided in Article 20, the international application 
to the following designated Offices on the date indicated above as the date of mailing of this Notice: 
AU,EP,JP,US 



In accordance with Rule 47.1 (c), third sentence, those Offices will accept the present Notice as conclusive evidence that 
the communication of the international application has duly taken place on the date of mailing indicated above and no copy 
of the international application is required to be furnished by the applicant to the designated Office(s). 

2. The following designated Offices have waived the requirement for such a communication at this time: 

CA 

The communication will be made to those Offices only upon their request. Furthermore, those Offices do not require the 
applicant to furnish a copy of the international application (Rule 49.1 (a-bis)). 

3. Enclosed with this Notice is a copy of the international application as published by the International Bureau on 
17 June 1999 (17.06.99) under No. WO 99/29879 



REMINDER REGARDING CHAPTER II (Article 31(2)(a) and Rule 54.2) 

If the applicant wishes to postpone entry into the national phase until 30 months (or later in some Offices) from the priority 
date, a demand for international preliminary examination must be filed with the competent International Preliminary 
Examining Authority before the expiration of 19 months from the priority date. 

It is the applicant's sole responsibility to monitor the 1 9-month time limit. 

Note that only an applicant who is a national or resident of a PCT Contracting State which is bound by Chapter II has the 
right to file a demand for international preliminary examination. 

REMINDER REGARDING ENTRY INTO THE NATIONAL PHASE (Article 22 or 39(1)) 

If the applicant wishes to proceed with the international application in the national phase, he must, within 20 months 
or 30 months, or later in some Offices, perform the acts referred to therein before each designated or elected Office. 

For further important information on the time limits and acts to be performed for entering the national phase, see the 
Annex to Form PCT/IB/301 (Notification of Receipt of Record Copy) and Volume II of the PCT Applicant's Guide. 



The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No. (41-22) 740.14.35 



Authorized officer 

J. Zahra 

Telephone No. (41-22) 338.83.38 



Form PCT/iB/308 (July 1996) 



2665102 



Continuation of Form PCT/IB/308 

NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE COMMUNICATION OF 
THE INTERNATIONAL APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 



WO 99/29879 
PCT/EP98/08001 



Date of mailing (day/month/year) 
17 June 1999 (17.06.99) 


IMPORTANT NOTICE 


Applicant's or agent's file reference 

EP-81 607 PCT 


International application No. 

PCT/EP98/08001 



The applicant is hereby notified that, at the time of establishment of this Notice, the time limit under Rule 46.1 for making 
amendments under Article 19 has not yet expired and the International Bureau had received neither such amendments nor a 
declaration that the applicant does not wish to make amendments. 



Form PCT/IB/308 (continuation sheet) (July 1996) 



2665102 



Antrag ist bei der zustdndigen mit der internationalen vorlaufigen Priifung beauftragten Behdrde oder, wenn zwei oder mehr Behdrden zustandig sind, bei der 
vom Anmetder gewahlten Behdrde einzureichen. DerAnmelder kann den Namen oder den Zweibuchstaben-Code der Behdrde aufder nachstehenden Zeile angeben. 



IPEA/. 



PCT 



KAPITEL II 



ANTRAG AUF INTERNATIONALE VORLAUFIGE PRUFUNG 

nach Artikel 31 des Vertrags iiber die internationaie Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens: 
Der (die) Unterzeichnete(n) beantragt (beantragen), daB fiir die nachstehend bezeichnete internationaie Anmeldung 
die internationaie vorlaufige Priifung nach dem Vertrag uber die internationaie Zusammenarbeit auf dem 
Gebiet des Patentwesens durchgefuhrt wird und benennt hiermit als ausgewahlte Staaten 
alle auswahlbaren Staaten (soweit nichts anderes angegeben). 
_ Von der mit der internationalen vorlaufigen Priifung beauftragten Behorde auszufullen — — — — 



Bezeichnung der IPEA 



Eingangsdatum des ANTRAGS 



Feld Nr. I KENNZEICHNUNG DER INTERNATIONALEN ANMELDUNG 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
EP-81607/PCT 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/08001 



Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
(09.12.98) 
9- Dezember 1998 



(Friihester) Priori tats tas (Tag/Monat/Jahr) 

(09.12.97) 
9. Dezember 1997 



Bezeichnung der ErfindungPflanzliche Gntl-Sequenzen und Verwendung derselben 
zur Gewinnung von Pflanzen mit verminderter Oder fehlender 
N-Acetylglucosaminyltransferase I (GnTI) -Aktivitat 



Feld Nr. II ANMELDER 



Name und Anschrift: ( Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats 
anzugeben.) 

von SCHAEWEN , Antje 
Natruper StraBe 169a 
49076 Osnabruck 
DE 



Telefonnr.: 



Telefaxnr,: 



Fernschreibnr.: 



Staatsangehorigkeit (Staat): 
DE 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 



Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der jVomt des Staats anzugeben.) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben.) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



| [ Weitere Anmelder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 
Formblatt PCT/lPEA/401 (Blatt I) (Juli 1998; Nachdruck Januar 1999) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformulcii 



Blatt Nr. . 2 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/08001 



Feld Nr. Ill ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ODER ZUSTELLANSCHRIFT 



Anwalt | | gemeinsamer Vertreter 



Die folgende Person ist 

und ist vom (von den) Anmelder(n) bereits fruher bestellt worden und vertritt ihn (sie) auch fur die international vorlaufige 

1 1 Priifung. 

| | wird hiermit bestellt; eine etwaige friihere Bestetlung eines Anwalts/gemeinsamen Vertreters wird hiermit widerrufen. 

□ wird hiermit zusatzlich zu dem bereits fruher bestellten Anwalt/gemeinsamen Vertreter, nur fur das Verfahren vor der 
mit der internationalen vorlaufigen Priifung beauftragten Behorde bestellt. 



Name und Anschrift: ( Familienname, Vorname; bet jurist ischen Personen voilstcindige amtliche 
Bezeichmtng. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats 
anzitgeben.) 

WIBBELMANN, Jobst 
WUESTHOFF & WUESTHOFF 
SchweigerstraSe 2 
81541 Munchen 
DE 



Teiefonnr.: 

089/ 62 18 00-0 



Telefaxnr.: 

089/ 62 18 00-15 



Femschreibnr.: 



□ 



Zustellanschrift: Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt 
dessen im obigen Feld eine spezielle Zustellanschrift angegeben wird. 



Feld Nr. IV GRUNDLAGE DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN PRUFUNG 



ErkJarung betreffend Anderungen:* 

1. Der Anmelder wiinscht, daB die internationale vorlaufige Priifung auf der Grundlage 
| x | der internationalen Anmeldung in der urspriinglich eingereichten Fassung 
der Beschreibung 1 | in der urspriinglich eingereichten Fassung 

[ | unter Beriicksichtigung der Anderungen nach Artikel 34 

der Patentanspriiche | [ in der urspriinglich eingereichten Fassung 

I I unter Beriicksichtigung der Anderungen nach Artikel 19 
(ggf. zusammen mit Begleitschreiben) 

[ | unter Beriicksichtigung der Anderungen nach Artikel 34 

1 | in der urspriinglich eingereichten Fassung 
| | unter Beriicksichtigung der Anderungen nach Artikel 34 



der Zeichnungen 



aufgenommen wird. 

2. | | Der Anmelder wiinscht, daB jegliche nach Artikel 19 eingereichte Anderung der Anspriiche als uberholt angesehen wird. 

3. [ | Der Anmelder wiinscht, daB der Beginn der internationalen vorlaufigen Priifung bis zum Ablauf von 20 Monaten ab dem 

Prioritatsdatum aufgeschoben wird, sofern die mit der internationalen vorlaufigen Priifung beauftragte Behorde nicht eine 
Kopie nach Artikel 19 vorgenommener Anderungen oder eine Erklarung des Anmelders erhalt, daB er keine solchen 
Anderungen vornehmen will (Regel 69. 1 Absatz d). ( Dieses Kastchen darf nur angekreuzt werden, wenn die Frist nach 
Artikel 19 noch nicht abgelaufen ist.) 

* Wenn kein Kastchen angekreuzt wird, wird mit der internationalen vorlaufigen Priifung auf der Grundlage der internationalen 
Anmeldung in der urspriinglich eingereichten Fassung begonnen; wenn eine Kopie der Anderungen der Anspriiche nach Artikel 19 
und/oder Anderungen der internationalen Anmeldung nach Artikel 34 bei der mit der internationalen vorlaufigen Priifung 
beauftragten Behorde eingehu bevor diese mit der Erstellung eines schriftlichen Bescheids oder des internationalen vorlaufigen 
Priifungsberichts begonnen hat, wird jedoch die geanderte Fassung verwendet. 



Sprache fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Priifung: E?eut SCh 

1 X 1 dies ist die Sprache, in der die internationale Anmeldung eingereicht wurde. 

| | dies ist die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht wurde. 
| | dies ist die Sprache der Veroffentlichung der internationalen Anmeldung. 

[ | dies ist die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Priifung eingereicht wurde/wird. 



Feld Nr. V BENENNUNG VON STAATEN ALS AUSGEWAHLTE STAATEN 



Der Anmelder benennt hiermit als ausgewahlte Staaten alle auswahlbaren Staaten (das heifit, alle Staaten, die bestimmt warden und 
durch Kapitel 11 gebunden sind) 

mit Ausnahme der folgenden Staaten. die der Anmelder nicht benennen mochte: 



Formblatt PCT/IPEA/401 (Blatt 2) (Juli 1998; Nachdruck Januar 1999) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformidar 



Blatt Nr. ..3. 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/08001 



Feld Nr. VI KONTROLLISTE 



Dem Antrag liegen folgende Unterlagen fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen 
Priifung in der in Feld Nr. IV angegebenen Sprache bei: 



1. Ubersetzung der internationalen Anmeldung 

2. Anderungen nach Artikel 34 

3. Kopie (oder, falls erforderlich, Ubersetzung) 
der Anderungen nach Artikel 19 

4. Kopie (oder, falls erforderlich, Ubersetzung) 
einer Erklarung nach Artikel 19 

5. Begleitschreiben 

6. Sonstige (einzeln auffiihren) 



Blatter 
Blatter 

Blatter 

Blatter 
Blatter 
Blatter 



Von der mit der internationalen vorlaufigen 
Priifung beauftragten Behorde auszufullen 



erhalten 

□ 
□ 

□ 

□ 
□ 
□ 



nicht erhalten 

□ 
□ 

□ 

□ 
□ 
□ 



Dem Antrag liegen aufierdem die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1. 1 x| Blatt fur die Gebuhrenberechnung 4. Q^J Begrundung fur das Fehlen einer Unterschrift 

2. | | unterzeichnete gesonderte Vollmacht 



3. I I Kopie der allgemeinen Vollmacht; 
Aktenzeichen (falls vorhanden): 



5. I I Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz- 
protokoll in computerlesbarer Form 

6. | | sonstige (einzeln auffiihren): 



Feld Nr. VII UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS, ANWALTS ODER GEMEINSAMEN VERTRETERS 



Der Name jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, sofern sich dies nicht aus 
dem Antrag ergibt, in welcher Eigenschaft die Person unterzeichnet. 

Munchen, den 6. Juli 1999 




Jobst Wibbelmann 
iropean Patent Attorney 



Von der mit der internationalen vorlaufigen Priifung beauftragten Behorde auzufullen 



I. Datum des tatsachlichen Eingangs des ANTRAGS: 



2. 


Geandertes Eingangsdatumdes Antrags aufgrund von 
BERICHTIGUNGEN nach Regel 60. i Absatz b: 




3. 


1 1 Eingangsdatum des Antrags NACH Ablauf von 19 Monaten ab 

1 1 Prioritatsdatum; Punkt 4 und Punkt 5, unten, Finden keine Anwendung. 


1 1 Der Anmelder wurde 

1 1 entsprechend unterrichtet 


4. 


| | Eingangsdatum des Antrags INNERHALB 19 Monate ab Prioritatsdatum 


wegen Fristverlangerung nach Regel 80.5. 


5. 


1 1 Das Eingangsdatum des Antrags liegt nach Ablauf von 19 Montaten ab Prioritatsdatum, der verspatete Eingang ist aber nach 
1 1 Regel 82 ENTSCHULDIGT. 



Vom Internationalen Biiro auszufullen 



Antrag vom IPEA erhalten am: 



Formblatt PCT/IPEA/401 (letztes Blatt) (Juli 1998; Nachdruck Januar 1999) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



PCT/EP98/08001 



PATENT COOPERATION TREATY 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 



INFORMATION CONCERNING ELECTED 
OFFICES NOTIFIED OF. TMC.gj^^ ^ 

. ,,, „. patent- 'Und RECHTSANA/AL^Qhwjeigerstrasse 2 
(PCT Rule i 1.3) n.fti^i Miinr.hPn 



Date of mailing {day/mo nth/year) 

07 September 1999 (07.0^.99) 



Einge- 
gangen 



To: 



_-W4BeELMANN, Jobst 
TH^BSslthoff & Wuesthoff 



20. Sep. 1999 



D^1S41 Munchen 
AfeL&MAGNE 



Applicant's or agent's file reference 




EP-81 607PCT 



IMPORTANT INFORMATION 



International application No. 
PCT/EP98/08001 t/ 



International filing date (day/month/year) 
09 December 1998 (09.12.98p 



Priority date (day/month/year) 

09 December 1 997 (09. 1 2.9 



Applicant 



VON SCHAEWEN, Antje 



1. The applicant is hereby informed that the International Bureau has, according to Article 31(7), notified each of the following 
Offices of its election: 

EP lAT^BE^CH^DE^K^SJI.FR^B^RJEJT^LU.MCNUPT^SE ^ 

National :AU,CA,JP,US ^/ 

2. The following Offices have waived the requirement for the notification of their election; the notification will be sent to them 
by the International Bureau only upon their request: 

None 

3. The applicant is reminded that he must enter the "national phase" before the expiration of 30 months from the priority date 
before each of the Offices listed above. This must be done by paying the national fee(s) and furnishing , if prescribed, a 
translation of the international application (Article 39(1 )(a)), as well as, where applicable, by furnishing a translation of any 
annexes of the international preliminary examination report (Article 36(3)(b) and Rule 74.1). 

Some offices have fixed time limits expiring later than the above-mentioned time limit. For detailed information about the 
applicable time limits and the acts to be performed upon entry into the national phase before a particular Office, see Volume I 
*~i the PCT Applicant's Guide. 

Vhe entry into the European regional phase is postponed until 31 months from tU priority date for all States designated for 
the ' urposes of obtaining a European patent. 





Authorized officer: // 


The International Bureau of WIPO 




34, chemin des Colombettes 


Jean-Marie McAdams v/^r 


1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Telephone No. (41-22) 338.83.38 


Form PCT/lB/332 (September 1997) 


2832811 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 1 
WIBBELMANN, Jobst 

WUSETHOFF & WUESTHp.FF 

Schweigerstrasse 2 j vVUtlSTHOrr SVv'UcbTI-jyl 
D-81541 Munchen PMEKI-WiL KuHi>aM^l! t 
ALLEMAGNE A P rrn ^nnn 

1 6. rEB. ^OUU 


7* 


PCT 

^ MITTEILUNG OBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Regel71.1 PCT) 


^ &\bsendedatum ^ 
'yrag/Monat/Jahr) ] l\ t 02."" 


Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
EP-81 607PCT 


WICHTIGE MfTTEILUNG 


Internationales Aktenzeichen Internationales Anmeidedatum (Tag/Monat/Jahr) Pnontatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
PCT/EP98/08001 09/12/1998 09/12/1997 


Anmelder 

VON SCHAEWEN. Antje 



Dem Anmelder wird mitgeteilt, daf3 ihm die mit der internationalen vorlaufigen Prut ung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internationalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsbencht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen, ubermittelt. 



Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



dem Internationalen Biiro zur 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formbiatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln. so muG diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbencht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 

Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der internationalen Prufung 
beauftragten Behorde 

Europatsches Patentamt 
D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevoltmachtigter Bediensteter 
Vullo. C 

Tel. +49 89 2399-8061 




Formbiatt PCT/IPEA/416 {Juli 1992) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZU SAM MEN ARBEIT AUF DEM 
VERT KA<j ud QEB1ET DES pATENTWESENS 

PCT 

INTERN ATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 



" Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
EP-81 607PCT 


siehe Mitteilung tiber die Ubersendung des mternationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/08001 


Internationales Anmeldedatumfrag/Monat/Ja^ Prioritatsdatum (TagMonat/Tag) 
09/12/1998 09/12/1997 


Internationale Patentklassification (IPK) oder 
C12N15/82 


nationale Klassifikatton und IPK 




2. Dies* BEHICHT umlaSt insge»mt 6 Blitur elnwMieBlich dieses DMkWattt. 

^^rr^s^r &, * — - pen 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 5 Blatter. 



Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
t IS Grundlage des Berichts 

K^e ErsteNung eines Gutac.tens 0 b er Neuneit. erfinderiscne T.tigKeit und gewerb.icne AnwendbarKeit 

Mangelnde Einheitlichkeit der Ertindung T stini«»ii und riPr 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 



II 


□ 


HI 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 



06/07/1999 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 
si))) D-80298 Munchen 

W/ Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

\k. 02.0° 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Burkhardt, P 

Tel. Nr. +49 89 2399 7456 




Formblatt PCT/IPE A/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PPT/FPqR/08001 
PRUFUNGSBERICHT lnternationa.es Aktenze.cnen PCT/EP98/08001 



I Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erste.U au» der Grund,a g e <* Andean, 

Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Benchts als ursprunglicn e,ngere,cn 
nicht beigefiigt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

-l_41 ursprungliche Fassung 

Patentanspriiche, Nr.: 

124 eingegangen am 19/01/2000 mit Schreiben vom 19/01/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1/6-6/6 ursprungliche Fassung 



2. Autgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Biatt: 

eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatziiche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt 1) (Januar 1994) 



INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/08001 



V Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsicht.ich der Neuheit, der Und ^ 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspruche 1 - 17, 21 - 24 

Nein: Anspruche 18-20 

Ja: Anspruche 1 - 17, 20-24 

Nein: Anspruche 21 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



1 - 24 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken. 

siehe Beiblatt 



Formbiatt PCT/IPEA/409 (Felder I-Vlll, Blatt 2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/08001 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt I 

Grundlage des Berichts 



Die mit dem Brief vom 19.01.2000 eingereichten Anderungen geniigen den Erforder- 
nissen des Artikels 34(2)(b) PCT. 



Zu Punkt V 

Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen u 
Erklarungen zur StCitzung dieser Feststellung 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen. Ihre Numerierung der im 
internationalen Recherchenbericht angegebehen Reihenfolge: 

D1 WO-A-9209694 (HSC Research) 

D2 Gomez and Chrispeels, 1 994. Plant Biol. 91 :1 829-1 833. 



1. Artikel 33(2) (3) PCT (Neuheit und erfinderische Tatigkeit) 

2.1 Der vorliegende Anspruch 1 bezieht sich auf ein Verfahren zur Erzeugung von 
Glykoproteinen mit "minimalen, einheitlichen und definierten" Zuckerresten in 
transgenen Pflanzen. Die Pflanzen werden dabei mit sense- oder antisense-cDNA 
einer pflanzlichen N-Acetylglucosaminyltransferase I transformiert, urn die Aktivitat 
des besagten Enzyms zu verringern oder zu beseitigen. 

2.2 Das beanspruchte Verfahren wurde im Stand derTechnik so wie er der IPEA 
momentan zu Verfugung steht, weder offenbart noch nahegelegt. Anspruch 1 
erscheint deshalb neu und erfinderisch im Sinne des Artikels 33(2) (3) PCT. Dies 
gilt auch fur die abhangigen Anspruche 2-4. 

2.3 Die Anspruche 5, 6 und 7 beziehen sich auf die DNA einer N-Acetyl- 
glucosaminyltransferase I (Gnfl) aus Solanum, Nicotiana beziehungsweise 
Arabidopsis. Die betreffenden DNA Sequenzen (SEQ ID NOs 1, 3 und 5) wurden 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 



INTERN ATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/08001 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

im Stand der Technik wie er der IPEA zur Verfugung steht weder offenbart noch 
wurde ihre Isolierung nahegelegt. Die Anspruche 5, 6 und 7 genugen den 
Erfordemissen des Artikels 33(2) (3) PCT. Dies gilt auch fur die abhangigen 
Anspruche 8 - 10 sowie fur die Anspruche 1 1 - 17 und 22 - 24. Besagte 
Anspruche beziehen sich auf DNA-Konstrukte mit den beanspruchten Gnt\ 
Sequenzen, transgene Pflanzen und Mikroorganismen, die diese Sequenzen 
enthalten sowie auf die entsprechenden Proteine (SEQ ID NOs 2, 4 und 6). 

2 4 Der vorliegende Anspruch 18 bezieht sich auf eine N-Acetylglucosaminyl- 
transferase I, zuganglich uber Hybridisierung ihrer komplette DNA Sequenz oder 
von Teilsequenzen mit den Anspruchen 5 -10 offenbarten Sequenzen (SEQ ID 
NOs 1,3 und 5). 

2.5 Dokument D1 (Seiten 9-13) offenbart DNA Sequenzen, die fur eine tierische 
und eine humane N-Acetylglucosaminyltransferase I codieren und die mit den 
oben genannten Sequenzen zwischen 56% und 56,7% identisch sind. Best.mmte 
Teile der DNA aus D1 sind sogar zu 100% identisch mit den oben genannten 
Sequenzen. Es kann also davon ausgegangen werden, dass die in D1 
offenbarten Sequenzen zumindest in einem odermehreren Abschnitten mit den in 
den Anspruchen 5-10 offenbarten Sequenzen (SEQ ID NOs 1, 3 und 5) 
hybridisieren. Anspruch 18 genugt deshalb nicht den Erfordemissen des Artikels 
33(2) PCT. 

Dies gilt auch fur den abhangigen Anspruch 19 sowie fur den Anspruch 20, da 
sich die in D1 offenbarten N-Acetylglucosaminyltransferasen durch Substitution, 
Deletion, Insertion und/oder Modifikation einzelner Aminosauren und/oder klemer 
Gruppen von Aminosauren, von den N-Acetylglucosaminyltransferasen der 
Anmeldung ableiten lassen. 

2 6 Der vorliegende Anspruch 21 genugt nicht den Erfordemissen des Artikels 
33(3) PCT. Der Gegenstand des Anspruches umfasst Antikorper von bekannten 
Proteinen (siehe 2.5). Die Erzeugung von Antikbrpern bekannter Proteine ist fur 
einen Fachmann offensichtlich und umfasst keine erfinderische Tatigkeit. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/08001 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1 . Die in Anspruch 1 verwendeten Ausdrucke "... Glykoproteine mit minimalen, 
einheitlichen und definierten Zuckerresten, ..." erscheinen unklar im Sinne des 
Artikels 6 PCT. Im Zusammenhang mit den erwahnten Glykoproteinen wird nicht 
ersichtlich was minimale oder definierte Zuckerreste sind. Es handelt sich bei 
diesen Begriffen nicht urn technische Eigenschaften, die den Gegenstand des 
Anspruchs 1 eindeutig definieren konnten. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 3) (EPA- April 1997) 



PCT/EP98/08001 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Erzeugung von Glykoproteinen mit minimalen, 
einheitlichen GlcNAc 2 Man 5 -Resten, umfassend das Ziichten einer 
transgenen Pflanze, von Teilen transgener Pflanzen oder von 
transf ormierten Pf lanzenzellen und das Isolieren des gesuchten 
Glykoproteins aus dem gezuchteten Material 

dadurch gekennzeichnet , daft die transgene Pflanze, die Teile 
transgener Pflanzen bzw. die transf ormierten Pf lanzenzellen mit 
einem „antisense* -Konstrukt oder einem ^sense^-Konstrukt, um- 
fassend eine „antisense*-DNA bzw. „sense*-DNA beziiglich der 
DNA-Sequenz eines Gens oder einer cDNA fur pflanzliche N- 
Acetylglucosaminyltransf erase I oder eines Teils davon, zur Be- 
seitigung oder Verringerung der N-Acetylglucosaminyltransf erase 
I-Aktivitat in diesen transf ormiert ist bzw. sind, wobei das 
„antisense" - oder „sense v -Konstrukt gegebenenf alls zusatzlich 
regulatorische Sequenzen fur die Transkription der entsprechen- 
den ^antisense*- oder „sense v -DNA enthalt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft fur 
die Transformation ein „antisense*- oder „sense xv -Konstrukt be- 
zuglich einer der cDNAs, die N-Acetylglucosaminyltransf erase I 
aus Solanum tuberosum, Nicotiana tabacum oder Arabidopsis tha- 
liana kodieren, verwendet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , daft fur 
die Transformation ein „antisense* - oder „sense v -Konstrukt be- 
ziiglich einer der in den SEQ ID NO: 1, 3 oder 5 angegebenen 
DNA-Sequenzen verwendet wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 

dadurch gekennzeichnet, daft die eingesetzte transgene Pflanze 
zusatzlich mit dem das gesuchte Glykoprotein kodierenden Gen 
transf ormiert worden ist. 
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5. DNA, dadurch gekennzeichnet, daft sie N-Acetylglucosaminyl- 
transferase I aus Solarium tuberosum kodiert und die in SEQ ID 
NO: 1 angegebene Nukleotidsequenz umfafit. 

6. DNA, dadurch gekennzeichnet, daft sie N-Acetylglucosaminyl- 
transferase I aus Nicotians tabacum kodiert und die in SEQ ID 
NO: 3 angegebene Nukleotidsequenz umfafit. 

7. DNA, die N-Acetylglucosaminyltransf erase I aus Arabidopsis 
thaliana kodiert, dadurch gekennzeichnet, daft die DNA die in 
SEQ ID NO: 6 angegebene Aminosauresequenz kodiert oder die in 
SEQ ID NO: 5 angegebene Nukleotidsequenz umfaftt. 

8. DNA, dadurch gekennzeichnet , daft sie die komplementare Nu- 
kleotidsequenz zu der DNA nach Anspruch 5, 6 oder 7 aufweist. 

9. DNA, dadurch gekennzeichnet, daft sie durch Substitution, 
Deletion und/oder Insertion einzelner oder mehrerer Nukleotide 
und/oder Verkurzung am 5'- und/oder 3'-Ende einer der DNAs nach 
einem der Ansprliche 5 bis 8 erhalten werden kann mit der Maftga- 
be, daft die DNA unter stringenten Bedingungen mit der Ausgangs- 
DNA oder deren komplementarer Sequenz hybridisiert . 

10. DNA, dadurch gekennzeichnet, daft sie ein Gen darstellt 
oder Teil eines Gens ist, das das Enzym N-Acetylglucosaminyl- 
transferase I kodiert, und 

mit einer der DNA-Sequenzen nach einem der Anspruche 5 
bis 9 und/oder 

mit einer DNA-Sequenz, die von den in den SEQ ID NO: 1, 
3 und/oder 5 angegebenen Minosauresequenzen unter Beruck- 
sichtigung der Degeneration des genetischen Codes abgelei- 
tet worden ist, 
unter stringenten Bedingungen hybridisiert. 

11 . DNA-Konstrukt, 

dadurch gekennzeichnet, daft es eine oder mehrere der DNAs gemaft 
einem der Anspruche 5 bis 10 umfaftt. 
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12. DNA-Konstrukt nach Anspruch 11, 

dadurch gekennzeichnet , daB es eine „antisense* - oder „sense'- 
DNA bezuglich der DNA-Sequenz nach einem der Anspriiche 5 bis 10 
und ggf. regulatorische Sequenzen fur die Transkription der 
„antisense*- bzw. „sense*-DNA umf aBt . 

13. Vektor, Plasmid, Cosmid, Viren- oder Phagengenom, 
dadurch gekennzeichnet, daB er oder es zumindest eine DNA 
und/oder ein Konstrukt nach einem der Anspriiche 5 bis 12 um- 
fafit. 

14. N-Acetylglucosaminyltransf erase I aus Arabidopsis thalia- 
na, dadurch gekennzeichnet, daB das Enzym die in SEQ ID NO: 6 
angegebene Aminosauresequenz umf aBt. 

15. N-Acetylglucosaminyltransf erase I, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Enzym die in SEQ ID NO: 2 angegebene Aminosauresequenz 
umf aBt . 

16. N-Acetylglucosaminyltransf erase I, dadurch gekennzeichnet, 
dali das Enzym die Aminosauren 74 bis 446 der in SEQ ID NO: 2 
angegebenen Aminosauresequenz umf aBt. 

17. N-Acetylglucosaminyltransferase I, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Enzym die in SEQ ID NO: 4 angegebene Aminosauresequenz 
umf aBt . 

18. N-Acetylglucosaminyltransferase I, zuganglich aufgrund der 
Hybridisierung ihres Gen oder eines oder mehrerer Abschnitte 
ihres Gens mit einer oder mehreren der DNAs gemaB einem der An- 
spruche 5 bis 10. 

19. Von den Enzymen gemaB einem der Anspruche 14 bis 18 durch 
Substitution, Deletion, Insertion und/oder Modifikation einzel- 
ner Aminosauren und/oder kleinerer Gruppen von Aminosauren 
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und/oder durch N- und/oder C-terminale Verkiirzung und/oder Ver- 
langerung abgeleitete Enzyme oder Proteine. 

20. Antigen, dadurch gekennzeichnet, daii es 

die in SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 oder SEQ ID NO: 6 angege- 
bene Aminosauresequenz oder 

die Aminosauren 74 bis 446 der in Fig. 2 angegebenen Ami- 
nosauresequenz oder 

eine durch Substitution, Deletion, Insertion und/oder Mo- 
difikation einzelner Aminosauren und/oder kleinerer Grup- 
pen von Aminosauren von den in SEQ ID NO: 2, 4 oder 6 an- 
gegebenen Aminosauresequenzen abgeleitete Aminosaurese- 
quenz 

umfaflt mit der MaBgabe, dafi das Antigen bei Immunisierung eines 
Wirtes mit diesem zur Bildung einer immunologischen Reaktion 
einschlieBlich der Erzeugung von gegen das Antigen gerichteten 
Antikorpern ftihrt. 

21. Monoklonaler oder polyklonaler Antikorper, dadurch gekenn- 
zeichnet, daJi er spezifisch eines oder mehrere der Enzyme oder 
Antigene nach einem der Anspriiche 14 bis 20 erkennt und dieses 
oder diese bindet. 



22. Mikroorganismus, 

dadurch gekennzeichnet, dafi er durch mindestens eine der Nukleo- 
tidsequenzen, ausgewahlt aus den DNAs, Konstrukten, Vektoren, 
Plasmiden, Cosmiden, Viren- oder Phagengenomen gemaB einem oder 
mehreren der Anspriiche 5 bis 13 transf ormiert ist. 

23. Transgene Pflanze, transgener Samen, transgenes Vermeh- 
rungsmaterial, Teile transgener Pflanzen oder transformierte 
Pflanzenzelle, erhaltlich durch Integration einer oder mehrerer 
DNA-Sequenz (en) oder Konstrukt(e) nach einem der Anspriiche 5 
bis 11 unter Kontrolle eines in Pflanzen wirksamen Promotors in 
das Genom einer Pflanze oder durch Infektion durch ein eine 
Oder mehrere DNA-Sequenz (en) oder Konstrukt(e) nach einem der 
Anspriiche 5 bis 11 enthaltendes Virus fur eine extrachromosoma- 



le Propagation und Expression der DNA-Sequenz (en) oder des Kon- 
strukts/der Konstrukte in infiziertem Pf lanzengewebe . 

24. Transgene Pflanze, transgener Samen, transgenes Vermeh- 
rungsmaterial, Teile transgener Pflanzen oder trans formierte 
Pflanzenzelle mit fehlender oder verminderter N-Acetylglu- 
cosaminyltransferase I-Aktivitat, erhaltlich durch Integration 
eines oder mehrerer „antisense*- oder „sense v -Konstrukt (e) nach 
Anspruch 12 unter Kontrolle eines in Pflanzen wirksamen Promo- 
tors in das Genom einer Pflanze oder durch virale Infektion 
durch ein ein oder mehrere „antisense*- bzw. „sense*-Kon- 
strukt(e) nach Anspruch 12 enthaltendes Virus fur eine extra- 
chromosomal e Propagation und Transkription von dem oder den 
„antisense*-Konstrukt (en) oder von dem oder den „sense"- 
Konstrukt (en) in infiziertem Pf lanzengewebe . 
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